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Pernizin je od Ca2+ modulirana serinska proteinaza, ki jo izloča hipertermofilna arheja 
Aeropyrum pernix K1 (v nadaljevanju A. pernix K1). Pernizin je termostabilna proteinaza z 
optimumom encimske aktivnosti pri visoki temperaturi, tj. okrog 100 °C, zaradi česar je 
zelo zanimiva za različne industrijske aplikacije. Omenjena termostabilnost pernizina je 
lahko uporabna v industriji čistilnih sredstev, kjer so prisotne visoke temperature kot tudi 
različni detergenti in denaturanti. V prisotnosti slednjih kemijskih spojin je pernizin 
pokazal ohranitev encimske aktivnosti do določene mere. Pernizin ima lahko tudi 
potencialno uporabo na področju sterilizacije medicinskih pripomočkov, ker je sposoben 
razgrajevati infektivne patogene oblike prionskih proteinskih agregatov PrPSc iz večih vrst 
sesalcev (Poklar in Vilfan, 2009; Šnajder in sod., 2012). 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Streptomyces rimosus (v nadaljevanju S. rimosus) je ena od najbolj preučevanih 
industrijsko uporabljanih streptomicet. Ena izmed njenih najbolj zaželjenih lastnosti je 
velika zmožnost izločanja produktov; je tudi ena od redkih streptomicet, ki dosega celični 
donos, ki znaša več kot 50 g na 1 L gojišča v industrijski proizvodnji. Bakterija S. rimosus 
ima status GRAS (angl. »Generally Recognised As Safe«, kar s kratico zapisujemo 
GRAS), ker jo je relativno enostavno gensko manipulirati, poleg tega je streptomiceta z 
najbolj razvito genetiko ter posledično predstavlja primeren sistem za heterologno 
proizvodnjo različnih sekundarnih metabolitov in tudi proteinov. Tržno se največ uporablja 
za proizvodnjo antibiotika oksitetraciklina (Magdevska, 2011; Petković in sod., 2006).  
 
Iz 1 L gojišča A. pernix pridobimo le 0,5 mg nativnega pernizina, kar ne zadošča niti za 
osnovne raziskave niti ne za industrijske potrebe (Šnajder in sod., 2012). Slabost nizkega 
donosa nativnega pernizina bi lahko odpravili s proizvodnjo rekombinantnega pernizina v 
enem od sistemov za izražanje proteinov, kot je S. rimosus. Bakterija S. rimosus je 
potencialno uporabna za proizvodnjo ter visok donos rekombinanntnega pernizina, kar bi 
lahko posledično predstavljalo ekonomsko ugodnejšo proizvodnjo proteinaze. 
 
Namen magistrskega dela je bil s pravilno izbiro ter optimizacijo tehnik za izolacijo 
rekombinantnega pernizina izboljšati postopek izolacije in izkoristek produkta v sistemu za 
izražanje proteinov S. rimosus in opisati encimsko aktivnost pernizina glede na različne 
parametre – temperaturo in pH-vrednost. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Hipoteza 1. Streptomyces rimosus je sposobna proizvajati rekombinantno serinsko 
proteinazo pernizin. 
 
Špehar I. Optimizacija izolacije rekombinantne serinske proteinaze pernizin iz Streptomyces rimosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
2 
Hipoteza 2. Izbira ter optimizacija izolacijskih tehnik lahko povečata konkurenčnost 
ekspresijskega organizma Streptomyces rimosus v primerjavi z drugim ekspresijskim 
organizmom, kot je Escherichia coli. 
 
Hipoteza 3. Rekombinantni pernizin, ki ga proizvaja Streptomyces rimosus, ima podobne 
lastnosti kot nativni pernizin, ki ga proizvaja arheja Aeropyrum pernix K1. 
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Proteinaze, ki jim z drugimi besedami pravimo tudi proteolitični encimi, proteaze ali 
peptidaze, so katalitično aktivni proteini – encimi, ki hidrolizirajo cepitev peptidne vezi 
med aminokislinskimi preostanki v proteinih pri procesu proteolize (Rawlings in sod., 
2012; Rawlings in sod., 2007). Čeprav je reakcija hidrolize peptidne vezi termodinamsko 
ugodna, je razpolovni čas, ki je potreben za reakcijo hidrolize v odsotnosti katalizatorja, pri 
nevtralni pH-vrednosti od 10 do 1000 let. Resonančna delokalizacija elektronov med 
ogljikom ter dušikom delno poda peptidni vezi karakter dvojne vezi ter posled ično 
kinetično stabilnost in odpornost na hidrolizo (Berg in sod., 2013). 
 
 
Slika 1: Resonančna delokalizacija elektronov v peptidni vezi (Berg in sod., 2013). 
Zaradi potrebe visoke hitrosti hidrolize peptidnih vezi v bioloških sistemih, proteinaze 
pospešijo reakcijo hidrolize z nukleofilnim napadom na sicer slabo elektrofilen ogljik v 
substratu ob prisotnosti molekule vode (Berg in sod., 2002; Neurath, 1984). 
 
 
Slika 2: Mehanizem cepitve peptidne vezi (Neurath, 1984). 
Proteinaze imajo širok spekter vlog v bioloških sistemih tako na celični ravni kot tudi na 
ravni organov in organizmov. Delujejo lahko kot nespecifični katalizatorji razgradnje 
proteinov ali pa imajo regulatorno vlogo zelo specifične cepitve v različnih fizioloških ter 
patofizioloških procesih, kot so: koagulacija krvi, apoptoza, predstavitev antigenov ali pa 
aktivacija encimov, peptidnih hormonov in nevrotransmiterjev (Neurath, 1984; Page in Di 
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Cera, 2008; Rao in sod., 1998). Biologija proteinaz je izjemno zapletena, saj je potrebna 
tako prostorska kot tudi časovna regulacija proteolitične aktivnosti, s čimer bi se preprečila 
nezaželena cepitev substratov. Zaradi tega se večina proteinaz sintetizira kot neaktivni 
cimogen, ki je sam po sebi neaktivna oblika proteinaze. Tako ima večina proteinaz na 
svojem N-koncu tako imenovano proregijo, ki jo sestavlja 20-30 aminokislin dolgo 
zaporedje. S cepitvijo te proregije dobimo zrelo obliko prote inaze, ki je encimsko aktivna. 
Do proteolize lahko pride, če sta substrat in encim prostorsko skupaj- lahko znotraj ali 
zunaj celice. To predstavlja dodatno raven kompleksnosti biologije prote inaz (Khan in 
James, 1998; Verdoes in Verhelst, 2016).  
 
2.1.1 Proteinaze v industriji 
 
Ljudje uporabljajo proteinaze že od davnih časov; najzgodnejša uporaba je bila pri 
predelavi mleka v sir z uporabo telečjega želodca, kjer proteinaza kimozin koagulira mleko 
s cepitvijo peptidnih vezi kazeina (Kumar in sod., 2010). Znano je tudi, da so se alkalne 
proteinaze uporabljale za odstranitev dlak z živalske kože pri pridelavi usnja, ekstrakt 
proteinaz trebušne slinavke pri detergentih – papain pa za mehčanje mesa (Maurer, 2004; 
Li in sod., 2013;). Poleg glukozidaz ter lipaz sodijo proteinaze med tri najštevilčnejše 
skupine industrijsko uporabnih encimov in predstavljajo 60 % celotnega trga encimov 
(Sumantha in sod., 2006). Proteinaze so bistvene za preživetje vseh oblik življenja (Rao in 
sod., 1998). Proteinaze različnih izvorov se lahko zaradi tega uporabljajo na številne 
načine, in sicer v živilski, farmacevtski, kozmetični, čistilni in usnjarski industriji, pa tudi 
pri ravnanju z odpadki, v medicini ter v raziskovalne namene (Dalev, 1994; Rao in sod., 
1998; Smith in sod., 2007; Subba Rao in sod., 2009; Craik in sod., 2011; Akcan, 2012; 
Jisha in sod., 2013; Singh in sod., 2016). Zaradi razširjenosti proteinaz na trgu so dostopne 
proteinaze tako rastlinskega izvora (papain, bromelain in keratinaze) kot tudi živalskega 
izvora, pri čemer so najpogosteje uporabljene proteinaze tripsin, kimotripsin ter pepsin. 
Uporaba proteinaz rastlinskega izvora kot tudi proteinaz živalskega izvora ima določene 
slabosti, kot so: nedostopnost zemljišč za gojenje, odvisnost od podnebnih razmer ter 
nedostopnost živine za zakol. Omenjeno povzroča različne ekološke in družbene težave 
(Rao in sod., 1998). 
 
2.1.1.1 Proteinaze mikrobnega izvora 
 
Uporaba proteinaz neposredno iz rastlinskega in živalskega materiala je zaradi prevelikih 
svetovnih potreb nemogoča, zato je prišlo do uporabe  mikroorganizmov za proizvodnjo 
proteinaz. Prednosti uporabe mikroorganizmov kot izvora proteinaz za uporabo v industriji 
so številne: široka biokemijska pestrost, dovzetnost za gensko manipulacijo, nižji 
proizvodni stroški ter dejstvo, da je večina mikrobnih prote inaz zunajceličnih, kar bistveno 
poenostavi proces pridobivanja čistega encima pri naknadni obdelavi fermentacijske 
brozge (Sawant in Nagendran, 2014). Največkrat uporabljane proteinaze mikrobnega 
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izvora so proteinaze predstavnikov bakterij in gliv, ki so bile izolirane iz različnih in včasih 
neobičajnih virov, kot so: sedimenti mangrov, morska voda ali pa industrijske odpadne 
vode (Venugopal in Saramma, 2006; Savitha in sod., 2011; Raval in sod., 2014). 
Preglednica 1 povzema določene mikrobne proteinaze, ki se uporabljajo v industriji. 
Bakterijske proteinaze so v glavnem aktivne v nevtralnem, ter bazičnem pH območju, zato 
so posledično industrijsko najbolj uporabne nevtralne ter alkalne proteinaze. Nevtralne 
proteinaze so aktivne v ozkem območju, kjer je pH-vrednost med 5 in 8, so manj odporne 
na visoke temperature in hitrost njihove reakcije je počasnejša, zaradi česar lahko npr. 
proizvajajo manj grenkobe pri uporabi v živilski industriji. Alkalne prote inaze so aktivne v 
alkalnem pH območju z optimumom med pH-vrednostjo 9 in 11. Temperaturni optimum 
alkalnih proteinaz je med 50 in 70 °C, medtem ko ima proteinaza iz bakterije Bacillus sp. 
B189 visok temperaturni optimum 85 °C. Alkalne proteinaze iz rodov Bacillus, 
Streptomyces in Thermus so dokaj stabilne pri visokih temperaturah in so zaradi tega 
primernejše za uporabo v industriji čistilnih sredstev. Uporaba alkalnih proteinaz 
predstavlja največji delež na trgu. Uporabljajo se predvsem v usnjarski in industriji čistil, 
kjer jih potrebujejo v izjemno velikih količinah (Rao in sod., 1998; Ellaiah in Adinarayana, 
2002; Jisha in sod., 2013). Bakterije iz rodu Bacillus so prevladujoče bakterije za 
proizvodnjo alkalnih proteinaz (Fujiwara in sod., 1993; Mehrotra in sod., 1999; Singh in 
sod., 2001; Genckal in Tari, 2006; Subba Rao in sod., 2009; Akcan, 2012; Agasthya in 
sod., 2013) Proteinaze, ki jih proizvajajo glive, so zanimive za uporabo v industriji zaradi 
aktivnosti v širokem območju pH kot tudi specifičnosti do širokega nabora substratov. 
Proteinaze glivnega izvora so manj odporne na visoke temperature kot bakterijske 
proteinaze, vendar pa obstajajo izjeme, kot je termomikolaza, ki jo proizvaja termofilna 
gliva Malbranchea pulchella (Voordouw in Roche, 1975). 
 
Preglednica 1:  Proteinaze mikrobnega izvora, ki se uporabljajo v industriji (Singh in sod., 2016) 
Industrija Proteinaza Uporaba Organizem 
Mlečna industrija 
Kislinska proteinaza Koagulacija mleka Aspergillus sp. 
Nevtralna proteinaza 




Industrija čistil Proteinaza 
Odstranjevanje 
proteinskih madežev 











Aspergillus flavus, B. 
subtilis 
Kozmetična industrija Proteinaza Odstranitev odmrle kože 
A. niger,  
A. flavus,  
B. subtilis 
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Encimsko katalizirani procesi so danes ekonomsko primerljivi s kemijski procesi in 
zmanjšanje stroškov proizvodnje encimov je ena od prednosti zaradi katere se povečuje 
komercializacija encimov in njihove uporabe. Kot je že znano, se proteinaze uporabljajo v 
velikih količinah predvsem v industriji, kot je živilska, farmacevtska, kozmetična, 
usnjarska ali industrija čistil kjer se ravno mikrobne proteinaze najpogosteje uporabljajo ter 
predstavljajo skupno 40% celotne svetovne prodaje encimov (Turk, 2006). Proizvodnjo 
mikrobnih proteinaz začnemo z izbiro mikroorganizma, ki bi proizvajal tarčno proteinazo 
v čim večjih količinah, na kar pa lahko vplivamo z optimizacjo sestave medija, fizikalno-
kemičnih pogojev med proizvodnjo kot tudi s postopki proizvodnje. Mikrobne proteinaze 
se proizvajajo s fermentacijskimi postopki, in sicer: s fermentacijo na trdnem gojišču, 
potopljeno fermentacijo ter tehnologijo imobiliziranih celic. Pomembne sestavine medija, 
ki se pogosto uporabljajo za proizvodnjo proteinaz, so med drugim viri ogljika (škrob, 
zmleti ječmen, laktoza) ter viri dušika (sojina moka, kazein, želatina) (Dhillon in sod., 
2017). Določene sestavine, kot so npr. proste aminokisline ter visoke koncentracije 
ogljikovih hidratov, imajo lahko neugoden učinek na proizvodnjo proteinaz, medtem ko 
sestavine, kot so vitamin biotin ali pa kovinski ioni, lahko obratno celo povečajo 
proizvodnjo proteinaz (Tunga in sod., 2001; Blieva in sod., 2003; Sumantha in sod., 2006).  
 
Za napredek industrijske rasti proizvodnje proteinaz ter njegovo ohranitev je potrebno tako 
kvantitativno kot tudi kvalitativno povečanje proizvodnje proteinaz, kar lahko omogočimo 
z izolacijo novih sevov mikroorganizmov v naravi, kateri imajo veliko zmožnost 
proizvodnje encimov ali pa z izboljšanjem sevov, ki se že uporabljajo v proizvodnji. Seve 
lahko izboljšamo s klasično mutagenezo, kar vključuje izpostavljanje mikroorganizmov 
fizikalnim ali kemijskim mutagenom ali pa s z naprednimi tehnologijami rekombinantne 
DNA ter proteinskim inženiringom (Dhillon in sod., 2017). Eden od primerov uspešnega 
povečanja proizvodnje proteinaz z mutagenezo je 4-kratno povečanje proizvodnje 
proteinaze, ki deluje v nevtralnem pH območju, v bakteriji Bacillus stearothermophilus z 
uporabo etilmetansulfonata (EMS) (Zamost in sod., 1990). Bakterija Escerichia coli TG1 
je bila transformirana z ekpresijskim plazmidom pAQN, ki nosi zapis za proteinazo 
akvalizin 1, pridobljen iz bakterije Thermus aquaticus YT-1, česar posledica je celo 44-
krat večji encimski donos, kot je sicer naravno prisoten v bakteriji Thermus aquaticus YT-
1, kar predstavlja primer zelo uspešenega izboljšanja mikroorganizma za namen povečanja 
proizvodnje (Sakamoto in sod., 1994). 
 
2.1.2 Lastnosti proteinaz 
 
Proteinaze, ki jih izločajo mikroorganizmi, so zelo zanimive za in so že našle uporabo v 
različnih industrijah. Slednje velja še posebej za proteinaze, ki jih izločajo ekstremofili, tj. 
mikroorganizmi, zmožni preživetja v ekstremnih okoljih, kot so ekstremno visoke ali nizke 
temperature, zelo kisla ali bazična okolja, v okolju visokih tlakov ter okolja z visoko 
koncetracijo soli.  Znano je, da biodiverziteta ekstremnih okolij predstavlja in bo še naprej 
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predstavljala bogat in pester vir za razvoj biotehnologije in z njo povezane industrije. 
Encimi termofilnih in hipertermofilnih mikroorganizmov so najbolj preučevani encimi in 
so poleg tega, da so termostabilni velikokrat hkrati tudi odporni na učinke denaturantov, 
detergentov, organskih topil, kaotropnih snovi kot tudi na ekstremne vrednosti pH 
(D’Auria in sod., 1998; de Champdoré in sod., 2007; Podar in Reysenbach, 2006). Rodovi 
bakterij, kot so Clostridium, Thermotoga, Thermus in Bacillus, zastopajo termofilne vrste s 
temperaturo rasti organizma od 60 do 80 °C, medtem ko so predstavniki hipertermofilov 
večinoma arheje iz rodu Pyrococcus, Methanopyrus in Thermococcus (Sanchez in Demain, 
2017). Najdemo pa tudi nekatere bakterije kot so Aquifex aeolicus, Thermotoga maritima 
in Geothermobacterium ferrireducens (Huber in sod., 1986; Kashefi in sod., 2002; Guiral 
in sod., 2005). V veliki meri so zunajcelični encimi ekstremofilov termostabilni, saj nimajo 
možnosti stabilizacije s pomočjo znotrajceličnih snovi, kot so  topljenci npr. trehaloza in 
manozilglicerat, ki zaščitijo proteine pred visokimi temperaturami (Empadihas in da Costa, 
2006). Lastnost termostabilnosti encimov opišemo kot odpornost na razvitje encima pri 
visoki temperaturi (nad 55 °C) ali pa njegov daljši razpolovni čas pri izbrani visoki 
temperaturi višji od 55 °C. Encimi termofilov in hipertermofilov imajo optimum delovanja 
pomaknjen k višjim temperaturam, in sicer med 60 in 80 °C za encime termofilov ter nad 
70 °C in celo do 125 °C za encime hipertermofilov. Zaradi »prirojene« termostabilnosti so 
takšni encimi še posebej zanimivi v industriji, ker jih lahko shranjujemo kar na sobni 
temperaturi, njihove značilnosti so tudi: zmanjšana možnost kontaminacije med procesom 
in tudi majhna izguba aktivnosti encima pri visokih temperaturah, ki so ponavadi 
zahtevane pri različnih industrijskih procesih (Vieille in Zeikus, 2001; Turner in sod., 
2007). Lastnosti, ki prispevajo k termostabilnosti encimov, so med drugimi prisotnost 
stabilizirajočih interakcij kot so disulfidne povezave ali vodikove vezi med polarnimi 
ostanki encima ter omrežja ionskih parov, ki vključujejo več aminokislinskih ostankov 
encima. Omenjene stabilizirajoče interakcije prispevaju k povečani gostoti pakiranja, ki 
zmanjšuje votline v tako imenovanem hidrofobnem jedru encima. Zmanjšana dolžina 
površinskih zank kot tudi  tvorba oligomerov ter prisotnost stabilnih površinskih 
aminokislin, ki so slabo dovzetne za deaminacijo ali oksidacijo so dodatne lastnosti, ki so 
skupne za termostabilne encime (Vetriani in sod., 1998; Vieille in Zeikus, 2001; Turner in 
sod., 2007).  
 
Z metodami karakterizacije določimo osnovne značilnosti določenega encima, s tem lažje 
predvidimo možnost uporabe v industriji. Iz tega razloga so osnovne lastnosti proteinaz, ki 
se določajo, naslednje: optimalna vrednost pH ter temperature za encimsko aktivnost in 
stabilnost, vpliv inhibitorjev in kovinskih ionov na encimsko aktivnost, specifičnost do 
substratov ter vpliv detergentov in surfaktantov na encimsko aktivnost (Dhillon in sod., 
2017). Omenjene lastnosti se v glavnem določajo z merjenjem proteolitične aktivnosti 
proteinaz do substratov, ki so lahko označeni ali neoznačeni proteini kot so kazein in 
želatina. Obstajajo tudi sintetični peptidni substrati, s katerimi lahko določamo specifičnost 
proteinaz do določenih substratov (Verdoes in Verhelst, 2016). Termostabilnost proteinaz 
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se v glavnem določa merjenjem encimske aktivnosti v velikem temperaturnem razponu kot 
je primer določanja encimske aktivnosti serinske proteinaze iz bakterije Shewanella 
arctica pri razponu temperature od celo 0 do 100 °C. Termostabilnost so proteinazi 
določili z azokazeinskim testom, s katerim lahko merimo proteolitično aktivnost. 
Proteinazo so innkubirali pri različnih temperaturah in v določenih časovnih obdobjih 
odvzeli alikvote, s katerimi so preveili preostalo proteolitično aktivnost (Qoura in sod., 
2015).  
 
2.1.3 Razvrstitev proteinaz  
 
Prelomnica pri razvoju katerega koli raziskovalnega področja je pojav kvalitetne 
nomenklature in dobra razvrstitev proučevanih molekul. Danes so v uporabi tri različne 
metode za razvrstitev proteinaz: i) glede na vrsto reakcije, ki jo katalizirajo; ii) glede na 
molekularno strukturo in homologijo; iii) glede na kemijski mehanizem katalize. V osnovi 
vse proteaze katalizirajo enako reakcijo, tj. reakcijo hidrolize peptidne vezi, vendar pa so 
selektivne za položaj peptidne vezi v substratu kot tudi za aminokislinske ostanke v bližini 
vezi (Rao in sod., 1998). Glede položaja peptidne vezi v substratu delimo proteinaze na 
dve glavni skupini: endopeptidaze, ki hidrolizirajo peptidne vezi, oddaljene od ak. koncev 
substrata, ter eksopeptidaze, ki hidrolizirajo peptidne vezi v bližini C- ali N-konca 
substrata. Eksopeptidaze hidrolizirajo prost  C-konec ali N-konec ali oboje in jih glede na 
to lahko dodatno razvrstimo na: i) aminopeptidaze, ki sproščajo en aminokislinski ostanek 
z N-konca substrata; ii) karboksipeptidaze, ki sproščajo en aminokislinski ostanek s C- 
konca substrata; iii) dipeptidil-peptidaze, ki sproščajo N-terminalni dipeptid iz substrata; 
iv) tripeptidil-peptidaze, ki sproščajo tripeptid z N-konca substrata; v) peptidil-dipeptidaze, 
ki sproščajo dipeptid s C-konca substrata; vi) dipeptidaze, ki hidrolizirajo dipeptide 
(Rawlings in sod., 2007). Razvrstitev proteinaz glede na molekularno strukturo in 
homologijo sta uvedla Rawlings in Barrett leta 1993, pri čemer sta posamezne proteinaze 
na osnovi podobnosti nukleinskih zaporedij združila v družine, medtem ko sta na podlagi 
podobnosti katalitičnega mehanizma družine razvrstila v posamezne klane. Danes so 
proteinaze razvrščene na podlagi molekularne strukture in homologije ter terciarne 
strukture, ki so zbrane v podatkovni bazi MEROPS skupaj z njihovimi inhibitorji 
(Rawlings in Barrett, 1993; Barrett, 1994; Rawlings in sod., 2012). 
 
Glede na kemijski mehanizem katalize so proteinaze razdeljene na katalitične tipe, ki 
predstavljajo kemijske skupine, odgovorne za katalizacijo hidrolize peptidnih vezi. 
Proteinaze lahko razdelimo v pet glavnih katalitičnih tipov: serinske, treoninske, 
cisteinske, aspartatne in metaloproteinaze. Pri serinskih, treoninskih in cisteinskih 
proteinazah deluje stranska skupina kot katalitični nukleofil pri hidrolizi, in sicer 
hidroksilna skupina pri serinskih in treoninskih prote inazah ali sulfohidridna skupina pri 
cisteinskih proteinazah. Aktivirana molekula vode pa deluje kot nukleofil pri aspartatnih 
ter metaloproteinazah (Rawlings in sod., 2007). 
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2.1.3.1 Serinske proteinaze 
 
Serinske proteinaze so številne in dobro razširjene med virusi, bakterijami in evkarionti, da 
predpostavljamo, da predstavljajo eno tretjino vseh znanih proteinaz, kar kaže na to, da so 
esencialne za preživetje organizmov (Rao in sod., 1998). Znano je, da so serinske 
proteinaze prokariontov vključene v več fizioloških procesov, povezanih s celično 
signalizacijo, obrambnim odzivom in razvojem. Ime serinskih prote inaz izhaja iz dejstva, 
da imajo v aktivnem mestu nukleofilni serinski aminokislinski ostanek (Ser), pri čemer je 
delovanje običajno odvisno od t. i. katalitične triade Asp, His in Ser ostankov (Slika 3). 
Določene serinske proteinaze uporabljajo katalitično diado (Ser in Lys ali His) ali pa druge 
katalitične triade ostankov, kot sta npr. dva His ostanka v kombinaciji s Ser ostankom. 
Serinske proteinaze so razedeljene v pet glavnih družin, in sicer v: tripsinsko (S1), 
subtilizinsko (S8), DD-peptidaze (S12), Clp proteinaze (S14) in Lon proteinaze (S16) 
(Hedstrom, 2002; Page in Di Cera, 2008; Tripathi in Sowdhamini, 2008). Družina S8, 
znana tudi kot družina subtilaz ali družina subtilizinu podobnih prote inaz, je druga največja 
družina serinskih proteinaz tako po številu zaporedij kot tudi po številu opisanih proteinaz. 
Zanje je značilno, da se večina subtilaz sintetizira kot pre-pro-encim, nato pa se prek 
celične membrane in s pomočjo signalnega zaporedja (prepeptida) izloči iz celice ter se 
nazadnje aktivira s cepitvijo proregije (propeptida), katera ima med drugimi lahko funkcijo 
intramolekularnega šaperona, ki nato vodi pravilno zvijanje proteina. Aktivno mesto 
subtilaz se večinoma nahaja na N-koncu aminokislinskega zaporedja neposredno po pre-
pro regiji encima. Družina subtilaz je nadalje razdeljena na naslednjih šest skupin: 
subtilizin, termitaza, proteinaza K, lantibiotska peptidaza, keksin in pirolizin (Siezen in 
Leunissen, 1997). Univerzalna značilnost subtilizina je prisotnost enega ali več vezavnih 
mest za kalcija, ki je pomemben pri stabilnosti subtilizina. Večina proteinaz 
hipertermofilov pripada prav družini subtilaz, ki je glede na strukturo in funkcijo najbolj 
preučevana družina (Bryan, 2000; Catara in sod., 2003). 
 
 
Slika 3: Struktura pernizina s proregijo (črna barva). Aminokislinski ostanki katalitične triade so prikazani 
približano, medtem ko so kalcijevi ioni prikazani kot zelene krogle (Šnajder, 2015). 
Špehar I. Optimizacija izolacije rekombinantne serinske proteinaze pernizin iz Streptomyces rimosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
10 
Kot je že omenjeno v podpoglavju 2.1.2, so encimi termofilov izjemno zanimivi za 
biotehnološko aplikacijo in veliko termostabilnih serinskih prote inaz je izoliranih iz večih 
bakterij in arhej, kot so Geobacillus toebii (Thebti in sod., 2016), Bacillus circulans 
DZ100 (Benkiar in sod., 2013), Pyrococcus furiosus (Eggen in sod., 1990), Thermococcus 
stetteri (Klingeberg in sod., 1995), Thermococcus kodakarensis (Kannan in sod., 2001; 
Foophow in sod., 2010), Desulfurococcus Tok12S1 (Cowan in sod., 1987), Aeropyrum 
pernix K1 (Sako in sod., 1997; Chavez Croocker in sod., 1999; Šnajder in sod., 2012) 
(Preglednica 2).  
 
Preglednica 2: Termostabilne serinske proteinaze, izolirane iz termofilnih bakterij in arhej, ter njihove 
fizikalne lastnosti 
Proteinaza Organizem Topt (°C) pHopt Termostabilnost 




Geobacillus toebii 95 13 70 min pri 95 






85 12,5 60 min pri 100 





115 6,5–10,5 20 min pri 105  












80 9,5 7 min pri 100 





95 6,5-7,5 10 min pri 105 





100 6,0-8,0 72 min pri 125 





90 9,0 85 min pri 100 
(Chavez Croocker 




85 7 30 min pri 120 





Aeropyrum pernix K1 je bila prva izolirana striktno aerobna hipetermofilna arheja z 
optimumom rasti pri temperaturi med 90 in 95 °C ter optimalnem pH med vrednostima 5 
in 9. Celice so sferične oblike, premera od 0,8 do 1,2 μm in gram negativne. Arheje imajo 
edinstveno sestavo celične membrane – hidrofobne izoprenske stranske verige so z 
eterskimi vezmi povezane z glicerolom, medtem ko so te pri bakterijah in evkariontih 
esterske. Takšna sestava arhejske celične membrane omogoča, da je membrana v tekoči 
kristalični fazi v širokem temperaturnem območju zaradi nizke temperature faznega 
prehoda kot tudi slabe prepustnosti do topljencev, kar je posledično povezano z možnostjo 
arhej, da preživijo v ekstremnih pogojih. Po drugi strani arheje delijo podobne lastnosti 
tako z bakterijami kot tudi z evkariontom, in sicer sta metabolizem in celična organizacija 
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bolj podobna bakterijam, medtem ko so sistemi replikacije, transkripcije in translacije bolj 
podobni evkariontom (Forterre in sod., 2002; Koga in Morii, 2005; Palmieri in sod., 2009). 
Zaradi svoje aerobnosti se je arheja A. pernix K1 pokazala kot zanimiv vir termostabilnih 
encimov, saj so preostali izolirani encimi hipertermofilov v glavnem izolirani iz 
anaerobov, kot so pirolizin iz Pyrococcus furiosus ali arhealizin iz Desulfurococcus 
Tok12S1, kar lahko predstavlja izziv v pridobivanju zadostnih količin celičnega materiala za 
biotehnološke aplikacije (Cowan in sod., 1987; Eggen in sod., 1990; Sako in sod., 1996; 
Sako in sod., 1997). 
 
2.2.1 Lastnosti pernizina  
 
Pernizin je subtilizinu podobna zunajcelična serinska endopeptidaza, ki je sestavljen iz 430 
aminokislinskih ostankov (Slika 3), medtem ko je kodirajoča regija gena za pernizin dolga 
1293 bp (povzeto z angl. »European Nucleotide Archive«) (Kawarabayasi in sod., 1999). 
Pernizina inhibiramo s kemijskimi inhibitorji kot so PMSF ter kovinskimi kelatorji EDTA 
in EGTA, kar potrjuje, da gre za serinsko proteinazo odvisno od kovinskega iona. Pernizin 
je encimsko aktiven v širokem temperaturnem razponu od 70 do 95 °C z maksimalno 
aktivnostjo, doseženo pri 85,0 ± 0,5 °C pri pH 8,0, medtem ko se v prisotnosti 1 mM CaCl2 
njegova maksimalna  aktivnost premakne na 105,0 ± 0,5 °C. Encimska aktivnost pernizina 
je bila zabeležena v razponu pH od 3,5 do 8,0, z optimumom pri pH 7,0 ± 0,2 in pri 
temperaturi 92 °C, pri čemer se z dodatkom 1 mM CaCl2 aktivnost poveča na razpon pH 
od 3 do 10 z optimumom pri pH 6,5 (Catara in sod., 2003; Šnajder in sod, 2012). 
Inkubacija pernizina pri različnih temperaturah in podaljšanih inkubacijskih časih je 
pokazala, da pernizin dobro ohrani svojo encimsko aktivnost v prisotnosti CaCl2 kar kaže 
na to, da je pernizin od Ca2+ odvisna termostabilna proteinaza. Pernizin je tudi pokazal 
določeno ohranitev encimske aktivnosti v prisotnosti detergentov, denaturantov in 
reduktantov (2-merkaptoetanol, gvanidin HCl, NaDS), še toliko bolj v prisotnosti 1 mM 
CaCl2. Pernizin je podoben Tk-subtilizinu in ustrezno temu se je domnevalo, da se tudi 
pernizin izrazi s proregijo. Opazili so, da se pernizin izloča  iz celice kot proteinaza z 
molekulsko maso 45 kDa s proregijo ter 34 kDa brez proregije, medtem ko ima aktivna 
oblika molekulsko maso 23 kDa, ki naj bi bila rezultat nadaljnje avtokatalitske aktivnosti 




Zaradi svoje termostabilnosti ter ohranitve aktivnosti pri neugodnih razmerjih ima pernizin 
potencialno uporabo v različnih industrijah, kot npr. v industriji čistilni sredstev ali 
medicini, kjer obstaja potreba po razgradnji proteinskih agregatov (Poklar in Vilfan, 2009; 
Šnajder in sod., 2015). V zadnjem času so z raziskavami encimske razgradnje prionskih 
proteinov poudarili sposobnost nekaterih proteaz za razgradnjo takšnih proteinov. Prionske 
bolezni so smrtne nevrodegenerativne bolezni, ki povzročajo prenosljive spongiformne 
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encefalopatije oziroma Creutzfeld-Jakobovo bolezen pri človeku, govejo spongiformno 
encefalopatijo pri govedu ali praskavec pri ovcah. Bolezen nastane zaradi pretvorbe 
gostiteljskega celičnega prionskega proteina (PrPC) v nenavadno izoformo obliko, znano 
kot PrPSc, ki ima lastnost delne odpornosti proti proteolitični razgradnji in tudi proti 
detergentom. Zaradi tega je lahko okuženo kirurško orodje vzrok prenosljive spongiformne 
encefalopatije pri človeku (WHO, 1999; Hirata in sod., 2013;). Določene snovi, kot je npr. 
NaDS, so pokazale zmanjšanje infektivnosti PrPSc, vendar je popolna inaktivacija mogoča 
samo v prisotnosti ekstremnih pogojev, kot je avtoklaviranje ali močna kemijska obdelava. 
Proteinaza K je pokazala zmožnost razgradnje PrP Sc, vendar samo s predhodno obdelavo 
infektivnih vzorcev z inkubacijo pri 100 °C za 15 min ter ob prisotnosti NaDS. Tk-
subtilizin je pokazal zmožnost razgradnje PrPSc celo pri visokih temperaturah, kot sta npr. 
65 °C in 100 °C (Jackson in sod., 2005; Koga in sod., 2014). Poklar in Vilfan (2009) sta 
pokazali encimsko razgradnjo infektivnega prionskega proteina PrPSc s pernizinom  
izoliranim iz arheje (Poklar in Vilfan, 2009; Šnajder in sod., 2012). 
 
2.4 IZRAŽANJE REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
 
Z modernimi tehnikami sintezne biologije želimo tarčnim proteinom izboljšati lastnosti oz. 
jih pridobiti v čim večjih količinah in z velikim izkoristkom, kar ima pomembne posledice 
tako v akademskih raziskavah kot tudi pri biotehnološki in farmacevtski industriji. Kot je 
omenjeno v podpoglavju 2.1.2, se industrija pogosto najbolj zanima prav za proteine 
takšnih organizmov, ki pa zaradi slabe proizvodnje zaželenega produkta ali težavnega 
gojenja niso najbolj primerni za industrijsko proizvodnjo. Zaradi vse večjih potreb  po 
proizvodnji proteinov, zlasti encimov, razvijajo se novi sisteme za izražanje proteinov, ki 
bi lahko zadostili zahtevam proizvodnje. Sistemi za izražanje so genetsko spremenjeni 
organizmi oziroma gostitelji, ki se uporabljajo za izražanje želenih genskih produktov, kot 
so npr. encimi. Kakovost proteinov, funkcionalnost, hitrost proizvodnje in donos so 
najpomembnejši dejavniki, ki jih je treba upoštevati pri izbiri ustreznega ekpresijskega 
sistema za proizvodnjo rekombinantnih proteinov (Sanchez in Demain, 2012; Sanchez in 
Demain, 2017).  
 
Proizvodnja rekombinantnih proteinov se začne z izolacijo želene DNA, ki ji sledita vnos v 
gostiteljski organizem in nato izražanje proteina s pomočjo transkripcijskih in 
translacijskih sistemov gostitelja. Vnos želene DNA v gostitelja opravimo z uporabo 
ekspresijskih vektorjev oziroma plazmidov, ki vsebujejo različne zapise, kot so npr. 
promotorji, terminatorji in selekcijski označevalci, ki usmerjajo izražanje rekombinantnega 
proteina. Kot gostiteljski organizmi za izražanje rekombinantnih proteinov se uporabljajo 
tako prokarionti, kot so bakterije, kakor tudi evkarionti, kot so npr. celice kvasovk in plesni 
ali celice sesalcev, žuželk in rastlin. Prednosti bakterijskih sistemov za izražanje proteinov 
so številne – med drugimi gre za: zmožnost hitre rasti in doseg visoke gostote celic na 
relativno cenovno ugodnih substratih, dobro opisana genetika ter razpoložljivost vedno 
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večjega števila ekspresijskih vektorjev in gostiteljskih organizmov. Evkariontski sistemi za 
izražanje so zanimivi predvsem zaradi tega, ker imajo možnost posttranslacijskih 
modifikacij proteinov (Terpe, 2006; Sanchez in Demain, 2012). 
 
2.4.1 Sistemi za izražanje rekombinantnih proteinov 
 
Escherichia coli (v nadaljevanju E. coli) je znana kot najpogostejši prokariontski gostitelj 
za heterologno izražanje proteinov. Odlična genetska in fiziološka karakterizacija, kratek 
generacijski čas, enostavnost ravnanja, dobro ugotovljene fermentacijske metode in dobra 
sposobnost kopičenja heterolognih proteinov na več kot 20 % celotne celične vsebnosti 
proteinov so najpomembnejše lastnosti E. coli kot sistema za izražanje proteinov (Schmidt, 
2004). Pomanjkljivosti E. coli kot ekspresijskega organizma so struktura membrane (Gram 
-), ki lahko ovira uspešno izločanje proteinov v zunajcelični prostor kot tudi dejstvo, da se 
proteini pogosto izražajo kot nepravilno zviti agregati v t. i. inkluzijskih telescih (Demain 
in Vaishnav, 2009). Vseeno obstajajo primeri uspešnega izražanja rekombinantnih 
termostabilnih proteinaz v E. coli, kot so subtilizinu podobna serinska proteinaza iz T. 
kodakaraensis, rekombinantni pernizin iz A. pernix K1 ter islandicin iz Fervidobacterium 
islandicum (Catara in sod., 2003; Gödde in sod., 2005; Foophow in sod., 2010). 
 
Moramo omeniti, da se razvijajo načini izboljšanja sekrecijskih sistemov v E. coli kot tudi 
alternativni sistemi za izražanje proteinov, za katere je znano, da imajo večjo zmožnost 
izločanja proteinov v zunajcelični prostor. Po Gramu pozitivne bakterije Lactococcus lactis 
(v nadaljevanju L. lactis) ter bakterije iz rodu Bacillus spp. so pogosto uporabljani kot 
sistemi za izražanje proteinov. L. lactis se je izkazal kot dobra izbira za izločanje 
rekombinantnih proteinov, saj ne proizvaja zaviralnih snovi, kot so denimo lipopolisaharid 
pri E. coli ali zunajcelične proteinaze pri Bacillus spp. Je bakterija, ki se uporablja v 
živilstvu, kar pomeni da se heterologni proteini, proizvedeni v bakterije L. lactis, lahko 
uporabljajo neposredno za živilske namene ali v prebavnem traktu (Le Loir in sod., 2005). 
Bakterija Bacillus brevis se uporablja za izločanje rekombinantnih proteinov na 
industrijski ravni, saj ima izredno visoko zmogljivost izločanja proteinov ter se 
rekombinantni proteini izražajo v biološko aktivni (nativni) obliki (Udaka in Yamagata, 
1994).  
 
Rodovi aktinomicet, kot so Streptomyces, Rhodococcus, Corynebacterium in 
Mycobacterium, so deležni vedno večje pozornosti glede proizvodnje rekombinantnih 
proteinov, kar velja zlasti na industrijskih področjih. Spojine, ki jih proizvajajo kot 
sekundarni metaboliti, so dragoceni za industrijske in farmacevtske namene, npr. 
antibiotiki, ki jih proizvajajo bakterije iz rodu Streptomyces ali industrijski akrilamid, ki je 
produkt delovanja nitril hidrolaze bakterije Rhodococcus spp. Bakterija S. coelicolor 
proizvaja največ splošnih antibiotikov, vendar pa bakteriji Streptomyces rimosus in 
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Streptomyces aureofaciens proizvajata večino tržno pomembnih tetraciklinskih 
antibiotikov (Nagasawa in sod., 1993; Nakashima in sod., 2005; Petković in sod., 2006).  
2.4.2 Streptomyces spp. sistemi za izražanje proteinov 
 
Streptomicete so po Gramu pozitivne aerobne bakterije, ki sodijo v red Actinomycetales in 
red Actinobacteria ter imajo genom z visoko vsebnostjo gvanina in citozina (nad 70 %). 
Streptomicete se nahajajo v različnih okoljih, najpogosteje v tleh, ter tvorijo filamentozno 
življenjsko obliko, podobno filamentoznim glivam, vendar ne po velikosti, saj so filamenti 
streptomicet običajno premera le 0,5–1 μm (Anderson in Wellington, 2001). Morfološka 
diferenciacija streptomicet vključuje tvorbo plasti hif z več jedri, t. i. substratni micelij in v 
posebnih pogojih tvorbo zračnega micelija, ki vključuje tvorbo prečnih sten v večjedrenih 
filamentih, čemur sledi ločevanje posameznih celic v spore. Ta proces je edinstven med po 
Gramu pozitivnimi bakterijami in zahteva specializiran in usklajen metabolizem, prav tako 
je povezan z izločanjem sekundarnih metabolitov (Manteca in sod., 2010). Najzanimivejša 
lastnost streptomicet je sposobnost proizvajanja bioaktivnih sekundarnih metabolitov, kot 
so npr. protiglivna, protivirusna, protirakava, antihipertenzivna zdravila ter predvsem 
antobiotiki in imunosupresivi (Anderson in Wellington, 2001; de Lima Procópio in sod., 
2012). Streptomicete običajno proizvajajo zunajcelične prote inaze, ki omogočajo uporabo 
polisaharidov (škrob, celuloza, hemiceluloza), proteinov in maščob, nekateri sevi pa lahko 
uporabljajo ogljikovodike, lignin, tanin in druge polimere, ki so prisotni v tleh. Alkalna do 
nevtralna tla so ugodnejša za razvoj streptomicet, kot so kisla tla, ter so streptomicete 
mezofilne bakterije in se lahko gojijo aerobno pri temperaturi 25 °C (Madigan in sod., 
2012). 
 
Streptomicete imajo učinkovite sisteme za izločanje, zato se veliko encimov streptomicet 
proizvaja v industrijskem merilu in posledično so ti sistemi zanimivi za proizvodnjo 
rekombinantnih proteinov (Anné in sod., 2012). Sistemi za izločanje oziroma sekretorne 
poti, ki jih uporabljajo streptomicete, so ubikvitarna prenašalna pot Sec (angl. »Secretion 
path«) in pot Tat (angl. »Twin arginine translocation pathway«). Za pot Sec je značilno, da 
se po njej prenašajo proteini, ki še niso zviti s pomočjo translokaze,  ki je vgrajena v 
membrano, na katero jih usmerja N-končni signalni propeptid, ki se po izločanju proteina 
odcepi. Pri poti Tat se izloča signalni peptid, ki vsebuje dobro ohranjen dvojni arginin 
dipeptid, ki je prisoten na že zvitem proteinu. Obstajajo eksper imentalni dokazi, ki pričajo 
o tem, da se pot Tat uporablja kot glavna sekretorna pot pri streptomicetah (Widdick in 
sod., 2006; Vrancken in Anné, 2009).  
 
2.4.2.1 Streptomyces lividans 
 
Med streptomicetami se bakterija Streptomyces lividans (v nadaljevanju S. lividans) 
najpogosteje izbira kot sistem za heterologno izražanje proteinov, saj nima oviralnih 
restrikcijskih sistemov, zaradi česar je dovzetnejša za gensko manipulacijo ter ima slabšo 
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endogeno proteolitično aktivnost kot ostale streptomicete. S. lividans se je izkazal kot 
dragocen gostitelj za izražanje in izločanje proteinov tako prokariontskega kot 
evkariontskega vira, kar potrjujejo primeri uspešnega izražanja rekombinantnih 
termostabilnih encimov alkalne fosfataze in beta-glikozidaze iz Thremus thermophilus kot 
tudi človeškega T-celičnega recepotora CD4 v S.lividans (Fornwald in sod., 1993; Díaz in 
sod., 2008; Vrancken in Anné, 2009). Drugi primeri uspešnega heterolognega izražanja 
proteinov v bakterije S. lividans vključujejo: i) izločanje zunajcelične agaraze v 500-krat 
večjem obsegu kot pri bakteriji Streptomyces coelicolor A3(2) (Kendall in Cullum; 1984); 
ii) izločanje proteinov interlevkin-1β in E. coli beta-galkozidaze (Lichenstein in sod., 
1988); iii) izločanje ksiloglukanaze iz bakterije Janesi sp. v velikem merilu (Sianidis in 
sod., 2006); iv) izražanje na novo odkrite alkalne termostabilne lipaze v S. lividans 
(Meilleur in sod., 2009). 
 
2.4.2.2 Streptomyces rimosus 
  
Kot je že omenjeno v podpoglavju 2.4.1, sta S. rimosus in S. aureofacines glavni 
proizvajalki tetraciklinskih antibiotikov. Tetraciklini so prva zdravila, ki so si zaslužila 
naziv »antibiotikov s širokim spektrom delovanja« in delujejo proti širokem obsegu po 
Gramu pozitivnih in negativnih patogenov, znotrajceličnih klamidij, mikoplazem, rikecij 
(Petković in sod., 2017). Zato ni presenetljivo, da ima proizvajalec oksitetraciklina S. 
rimosus enega od najrazvitejših genetskih sistemov med streptomicetami, ki se uporabljajo 
v industrijski proizvodnji. S. rimosus je ena od redkih streptomicet, ki ima hitro rast in 
dosega celični donos od več kot 50 g na 1 L gojišča v industrijskem merilu. S. rimosus ima 
odlične sisteme za izločanje proteinov v bioaktivni obliki, medtem slabost pa je izločanje 
endogenih proteinaz, ki bi lahko zmanjšali uspešnost heterolognega izražanja proteinov 
(Petković in sod., 2006; Magdevska, 2011). S. rimosus se je pokazal kot primeren gostitelj 
za izražanje encima fitaze kot tudi poliestrsko degradirajoče hidrolaze iz Thermobifida sp. 
(Sinsereekul in sod., 2010; Magdevska, 2011). 
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Preglednica 3: Vegetativno gojišče GOTC 
Sestavina: Količina: 
Bacto™ Tripton 2,25 g 
glukoza 1,50 g 
CaCO3 0,15 g 
kvasni ekstrakt 0,75 g 
dH2O do 150 mL 
 
Za vegetativno gojišče GOTC smo v časi stehtali vse potrebne količine sestavin ter dodali 
destilirano vodo do končnega volumna, tj. do 150 mL. Končni volumen smo razdelili v tri 
250-mililitrske erlenmajerjeve steklenice in nato 20 minut avtoklavirali na 121 °C. 
 
Preglednica 4: Modificirano produkcijsko gojišče GOTC 
Sestavina: Količina: 
MOPS 7,00 g 
sojina moka 40,00 g 
(NH4)2SO4 6,00 g 
MgCl2 2,00 g 
CaCO3 7,30 g 
škrob 20,00 g 
NaCl 1,50 g 
1 % raztopina ZnSO4 10 mL 
1 % raztopina MnSO4 3,75 mL 
vodovodna voda do 1 L 
 
Za modificirano produkcijsko gojišče GOTC smo vse potrebne količine sestavin dali v 
čašo ter dopolnili z vodovodno vodo do končnega volumna, tj. do 1 L. Sestavine z vodo 
smo segrevali na grelcu z mešanjem na 80 °C, nato smo gojišče ohladili ter umerili pH na 
6,25 z dodajanjem 10 % NaOH ali HCl. Gojišče smo po tem razdelili v štiri litrske 
erlenmajerjeve steklenice in nato 20 minut avtoklavirali na 121 °C.  
Špehar I. Optimizacija izolacije rekombinantne serinske proteinaze pernizin iz Streptomyces rimosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
17 
3.1.3 Raztopine in pufri 
 
Preglednica 5: Pufri za Ni-NTA afinitetno kromatografijo 
Pufer Sestava 
Pufer za spiranje (pH 8,0) 
2,399 g NaH2PO4 (50 mM) 
7,013 g NaCl (300 mM) 
dH2O do 400 mL 
Pufer za elucijo (pH 8,0) 
0,599 g NaH2PO4 (50 mM) 
1,753 g NaCl (300 mM) 
1,702 g imidazol (250 mM) 
dH2O do 100 mL 
 
Preglednica 6: Pufer za velikostno ločitveno kromatografijo  
Pufer Sestava 
Pufer za ločbo proteinov 
400 mM NaCl 
30 mM Tris-HCl 
 
Preglednica 7:  Pufri in raztopine za izvajanje azokazeinskega testa 
Raztopina/pufer Sestava 
3 % raztopina azokazeina 
30 mg azokazein 
1000 μl pufra (50 mM Tris-HCl, 1 mM CaCl2, pH 8) 
Pufer za reakcijo (pH 8,0) 
3,029 g Tris-HCl (50 mM) 
0,074 g CaCl2 (1 mM) 
dH2O do 50 mL 
15 % raztopina TCA 
7,5 g TCA 
dH2O do 50 mL 
5 M raztopina NaOH 
10 g NaOH 
dH2O do 50 mL 
Pufri z različnimi pH 
50 mM glicin-HCL (pH 2,0) 
50 mM glicin-HCL (pH 4,0) 
50 mM HEPES (pH 6,0) 
50 mM HEPES (pH 8,0) 
50 mM glicin-NaOH (pH 10,0) 
50 mM glicin-NaOH (pH 12,0) 
  
Preglednica 8: Pufer za dializo 
Pufer Sestava 
5 x koncentrirani dializni pufer (pH 8,0) 
30,29 g Tris-HCl (50 mM) 
dH2O do 5 L  
Dializni pufer 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) 
1 L 50 mM Tris-HCl 
dH2O do 5 L 
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Preglednica 9: Pufer za CD-spektrometrijo 
Pufer Sestava 
Pufer za CD-spektrometrijo (pH 8,0) 10 mM HEPES 
 
Preglednica 10: Raztopine za fluorescenčno emisijsko spektrometrijo  
Raztopina NaOH Sestava Raztopina HCl Sestava 
4 M  
0,64 g NaOH 
4 mL dH2O 
4 M  
1,31 mL 12,18 M HCl 
2,69 mL dH2O 
2 M  
2 mL 4 M NaOH 
2 mL dH2O 
2 M  
2 mL 4 M HCl 
2 mL dH2O 
1 M  
2 mL 2 M NaOH 
2 mL dH2O 
1 M  
2 mL 2 M HCl 
2 mL dH2O 
0,5 M  
2 mL 1 M NaOH 
2 mL dH2O 
0,5 M  
2 mL 1 M HCl 
2 mL dH2O 
0,25 M 
2 mL 0,5 M NaOH 
2 mL dH2O 
0,25 M 
2 mL 0,5 M HCl 
2 mL dH2O 
0,125 M 
2 mL 0,25 M NaOH 
2 mL dH2O 
0,125 M 
2 mL 0,25 M HCl 
2 mL dH2O 
0,0625 M 
2 mL 0,125 M NaOH 
2 mL dH2O 
0,0625 M 
2 mL 0,125 M HCl 
2 mL dH2O 
0,0313 M 
2 mL 0,0625 M NaOH 
2 mL dH2O 
0,0313 M 
2 mL 0,0625 M HCl 
2 mL dH2O 
0,0156 M 
2 mL 0,0313 M NaOH 
2 mL dH2O 
0,0156 M 
2 mL 0,0313M HCl 
2 mL dH2O 
0,0078 M 
2 mL 0,0156 M NaOH 
2 mL dH2O 
0,0078 M 
2 mL 0,0156 M HCl 
2 mL dH2O 
0,0039 M 
2 mL 0,0078 M NaOH 
2 mL dH2O 
0,0039 M 
2 mL 0,0078 M HCl 
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Preglednica 11: Raztopine in pufri za NaDS-poliakrilamidno gelsko elektroforezo ter cimografijo 
Raztopina/pufer Sestava 
Koncentracijski gel (4 %) 
2033 μL dH2O 
833 μL 0,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 
33 μL 10 % NaDS 
433 μL 30 % aa/bis-aa 
16,7 μL 10 % APS 
1,7 μL TEMED 
Ločevalni gel (15 %) 
3572 μL dH2O 
3332 μL 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 
132 μL 10 % NaDS 
6600 μL 30 % aa/bis-aa 
66,8 μL 10 % APS 
36,8 μL TEMED 
Ločevalni gel (15%) za cimografijo z 0,1 % 
kazeinom 
3572 μL dH2O 
3332 μL 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 
132 μL 10 % NaDS 
6600 μL 30 % aa/bis-aa 
66,8 μL 10 % APS 
36,8 μL TEMED 
13,7 mg kazeina  
Elektroforetski pufer 
25 mM Tris-HCl 
0,192 M glicin 
0,1 % NaDS  
2,5 % raztopina Triton X-100 
2,5 mL Triton X-100 
do 100 mL dH2O 
Pufer za spiranje pri cimografiji (pH 8,0) 
50 mM Tris-HCl 
1 mM CaCl2 
Raztopina Coomaisse Brilliant Blue barvila 
80 mL Comaisse Brillint Blue barvila 
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3.1.4 Kemikalije in proteinski standard 
 
Preglednica 12: Seznam kemikalij, uporabljenih v magistrskem delu 
Kemikalija: Proizvajalec 
NaH2PO4, natrijev dihidrogen fosfat Merck Millipore 
NaCl, natrijev klorid Merck Millipore 
imidazol Merck Millipore 
Tris-HCl Merck Millipore 
azokazein Sigma-Aldrich 
CaCl2, kalcijev klorid Merck Millipore 
TCA, trikloroetanojska kislina Merck Millipore 
NaOH, natrijev hidroksid Merck Millipore 
HEPES Sigma-Aldrich 
HCl, klorovodikova kislina Merck Millipore 
NaDS, natrijev dodecil sulfat Sigma-Aldrich 
aa/bis-aa, akrilamid/akrilamid Sigma-Aldrich 
APS, amonijev persulfat Sigma-Aldrich 
TEMED, tetrametil etilen diamid Sigma-Aldrich 
kazein Sigma-Aldrich 
barvilo Simply Blue Life technologies 
barvilo Coomaisse Brilliant Blue Bio-Rad 
metanol Merck Millipore 
Triton X-100 Thermo Fisher Scientific 
Bacto™ Tripton Merck 
CaCO3, kalcijev karbonat Merck 
glukoza Sigma-Aldrich 
kvasni ekstrakt Biolife 
MOPS Sigma-Aldrich 
sojina moka Sigma-Aldrich 
(NH4)2SO4, amonijev sulfat Merck 
MgCl2, magnezijev klorid Kemika 
škrob (koruzni) Merck 
1 % raztopina ZnSO4, cinkov sulfat Merck 
1 % raztopina MnSO4, manganov sulfat Merck 
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Spodaj je prikazana proteinska lestvica standardov, ki smo jo uporabljali v magistrskem 
delu. 
 
Slika 4: Proteinski standard PageRulerTM Prestained Ladder, Thermo Fisher Scientific 
  
Špehar I. Optimizacija izolacije rekombinantne serinske proteinaze pernizin iz Streptomyces rimosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
22 
3.1.5 Laboratorijske aparature in pribor 
 
Preglednica 13: Seznam laboratorijske aparature, uporabljene v okviru magistrskega dela 
Aparatura: Proizvajalec 
inkubacijski stresalnik Multitron PRO Infors HT 
avtoklav Sutjeska 
centrifuga Centric 200 Tehtnica 
centrifuga Rotanta 460R Hettich 
kromatografski sistem AKTAexplorer GE Healthcare 
kromatografska kolona HiLoad 16/60 Superdex 200 
prep grade 
GE Healthcare 
flurescenčni spektrofotometer Varian Cary Eclipse Agilent Technologies 
CD-spektrometer J-1500 Jasco 
elektroporator MicroPulser Electroporator Bio-Rad 
grelec z magnetnim mešanjem in temperaturno 
sondo RTC basic 
IKA 
pH meter SevenEasy Mettler Toledo 
čitalec mikrotitrskih plošč Safire 2 Tecan 
 
Preglednica 14: Seznam laboratorijskega pribora, uporabljenega v okviru magistrskega dela 
Pribor: Proizvajalec 
avtomatske pipete in nastavki Eppendorf, Gilson 
celulozno-nitratni filter Satorius 
mikrocentrifugirke Eppendorf 
ultrafiltracijske centrifugirke AMICON Ultra -15, 10 
kDa 
Merck Millipore 
kolona z gravitacijskim tokom / 
kvarčne kivete / 
analitska tehtnica AT201 Mettler Toledo 
mikrotitrske plošče z 96 jamicami / 
kalupi za izdelavo akrilamidnih gelov Bio-Rad 
steklovina: čaše, erlenmajerjeve steklenice / 
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3.2 METODE  
 



























Slika 5: Shema poteka izloacije rekombinantnega pernizina iz supernatanta kulture S. rimosus 
 
Inokulacija vegetativnega gojišča GOTC s suspenzijo spor bakterije S. rimosus. 
Stresanje, 220 rpm, 30 °C, 24 ur. 
Inokulacija produkcijskega gojišča GOTC, 10 % inokulum S. rimosus. 
Stresanje, 220 rpm, 30 °C, 5 dni. 
Ni-NTA  afinitetna kromatografija 
Velikostno izločitvena kromatografija ter dializa 
Ustavitev gojenja. 
 Centrifugiranje brozge, 13.000 G, 10 min., RT. 
Ločitev supernatanta od usedline. 
 
NaDS-PAGE ter cimografija 
CD-spektrometrija 
Fluorescenčna emisijska spektrometrija 
Preverjanje encimske aktivnosti pernizina z azokazeinskimi testi 
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3.2.2 Gojenje bakterije Streptomyces rimosus  
 
Gojenje baktrije S. rimosus smo izvedli v dveh fazah, in sicer smo najprej pripravili 
inokulum in potem inokulirali produkcijsko gojišče. Inokulum smo pripravili tako, da smo 
izvedli inokulacijo 150 mL vegetativnega gojišča, enakomerno razdeljenega v tri 250-mL 
elrenmajerjeve steklenice s po 100 μL odtaljene suspenzije spor bakterije Streptomyces 
rimosus. Inokulirano vegetativno gojišče smo stresali 24 ur pri temperaturi 28 °C ter pri 
220 rpm. Po 24 urah smo inokulirali produkcijsko gojišče GOTC z 10 % (v/v) inokuluma 
ter stresali pet dni pri temperaturi 28 °C ter pri 220 rpm. Skupni volumen produkcijskega 
gojišča je znašal 1 L in je bil enakomerno razdeljen v štiri litrske erlenmajerjeve steklenice.  
 
3.2.3 Izolacija rekombinantnega pernizina 
 
Po zaključku gojenja bakterije Streptomyces rimosus smo pripravili brozgo na ta način, da 
smo jo centrifugirali pri 13.000 G za 10 minut, in sicer tolikokrat, dokler nismo dobili 
dovolj bistrega supernatanta oziroma dokler se nismo znebili celic, saj smo pričakovali, da 
je pernizin prisoten v zunajceličnem mediju. Supernatant smo nato filtrirali z vakuumsko 
filtracijo čez celulozno-nitratni filter z velikostjo por 0,2 μm. Tako pripravljen vzorec smo 
nadalje uporabili za izolacijo rekombinantnega pernizina. 
 
3.2.3.1 Ni-NTA afinitetna kromatografija 
 
Izolacijo pernizina smo začeli z izvajanjem Ni-NTA afinitetne kromatografije, saj ima 
rekombinatni pernizin na C-koncu zaporedje šestih histidinov in se veže na ione niklja 
(Ni2+), ki so kelatno imobilizirani na sefarozne nosilce. 
 
V vzorec smo najprej dodali cOmplete His-TAG gel, ki vsebuje sefarozne nosilce z Ni2+, 
kar smo storili tako, da smo dodali po 0,1 mL gela za 20 mL vzorca ter nastavili na nežno 
stresanje na ledu za 50 minut, pri čemer je potekala vezava pernizina na nosilec. Potem 
smo vzorec dali čez  kolono, ki ima na spodnjem delu keramično frito, ki zadrži proteine, 
vezane na sefarozne nosilce, medtem ko vzorec, ki je šel skozi frito, predstavlja permeat. 
Nadalje smo nezaželene proteine in eventualno nespecifično vezane proteine sprali s 
pufrom za spiranje. Na koncu smo še na kolono nanesli pufer za elucijo, pri čemer smo 
med nanosom vzorčili frakcije od 1 mL, ki smo jih hkrati spremljali z absorbanco pri 280 
nm. Eluirane frakcije z najvišjo absorbanco smo združili v en vzorec ter jih naprej 
uporabili za čiščenje pernizina. 
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3.2.3.2 Velikostno izključitvena (gelska) kromatografija  
 
Pred izvedbo velikostno izključitvene (gelske) kromatografije vzorec smo koncentrirali s 
centrifugiranje pri 4.000 G ter temperaturi 4 °C za 10 minut z ultrafiltracijsko centrifugirko 
AMICON Ultra-15 in s tem dvakratno zmanjšali volumen eluata. Nato smo vzorec nanesli 
z injekcijsko brizgo na kromatografsko kolono HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade, ki 
smo jo pred nanosom vzorca sprali. Ločitev proteinov glede na relativno molekulsko maso 
je potekala prek noči pri pretoku 1 mL min-1 v pufru (30 mM Tris-HCl, 400 mM NaCl) pri 
temperaturi 4 °C z zbiranjem frakcij volumna od 1 mL. Ustrezne frakcije, ki smo jih zbrali 
glede na kromatogram, smo združili v en vzorec, ki smo ga nadalje uporabili. 
 
3.2.3.3 Dializa izoliranega rekombinantnega pernizina 
 
Vzorec z izoliranim pernizinom smo dializirali prek noči v 5 L 10 mM Tris-HCl pufra (pH 
8,0) s trikratno menjavo pufra in se s tem znebili prisotnih soli.  
 
3.2.4 Analiza lastnosti rekombinantnega pernizina 
 
3.2.4.1 NADS poliakrilamidna gelska elektroforeza (NaDS-PAGE) in cimografija 
 
Poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (NaDS) smo 
uporabljali za analizo proteinov v smislu določanja približne velikosti ter čistosti proteina 
kot tudi relativne encimske aktivnosti s cimografijo. Po izvajanju posamezne stopnje 
izolacije in čiščenja proteina smo odvzeli vzorce določenega volumna za NaDS-PAGE ter 
cimografijo, da bi lahko med seboj primerjali optimalnost posamezne stopnje oziroma 
metode. 
 
Pripravo 4-odstotnega koncentracijskega ter 15-odstotnega ločevalnega gela smo izvedli z 
mešanjem ustreznih količin sestavin, ki so prikazane v preglednici 11. Enake gele smo 
uporabljali tako za NaDS-PAGE kot tudi za cimografijo, le da smo v ločevalni gel za 
cimografijo dodali 0,1-odstotni (w/v) kazein kot encimski substrat. Elektroforeza je 
potekala v elektroforetskem pufru na ledu s konstantno napetostjo 120 V. NaDS-PAGE ter 
cimografijo smo hkratno izvajali, da bi lahko opazili lise proteinov, ki so določene 
velikosti, pri katerih je prisotna tudi encimska aktivnost. Po končani elektroforezi smo gele 
za NaDS-PAGE pobarvali z barvilom Coomaisse Brilliant Blue po navodilih proizvajalca. 
Gele za cimografijo smo spirali v 2,5-odstotni (v/v) raztopini Triton X-100 za 30 minut, da 
bi sprali NaDS ter omogočili, da pernizin ponovno postane aktiven, s čimer bi med 
inkubacijo v pufru 50 mM Tris-HCl in 1 mM CaCl2 (pH 8,0) za 4 ure pri 80 °C lahko 
hidroliziral substrat oziroma kazein v gelu. Na koncu smo gele obarvali z barvilom 
Coomassie Brilliant Blue, pri čemer je pozitivna proteolitična aktivnost vidna kot bela lisa 
na gelu, medtem ko je ozadje modro.  
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3.2.4.2 Identifikacija rekombinantnega pernizina z masno spektrometrijo 
 
Poliakrilamidni gel, ki smo ga barvali z barvilom Comaisse Brilliant Blue, smo shranili v 
vakuumu v ustrezno folijo ter poslali kot vzorec na masno spektrometrijo z označeno liso 
proteina, ki smo jo želeli identificirati.  
 




CD-spektropolarimetrijo (angl. »circular dichroism«, za kar je kratica CD) smo uporabili 
za spremljanje spremembe sekundarne strukture pernizina v določenem temperaturnem 
območju. CD-spektropolarimeter uporablja efekt cirkularnega dikroizma optično aktivne 
molekule oziroma proteina, pri čemer spremljamo razliko med absorbanco levo ali desno 
cirkularno polarizirane svetlobe pri določeni valovni dolžini, kar lahko izrazimo kot 
razliko v ekstinkcijskih koeficientih proteina za levo in desno cirkularno polarizirano 
svetlobo. Odnos je opisan v naslednji enačbi  (Sheehan, 2009):  
 
     ΔA = Δε · c · l                                                     ...(1) 
 
ΔA – razlika v  absorbanci, Δε – razlika v  ekstincijskih  koefcientih, c – koncentracija proteina, l – dolžina 
optične poti  
 
Pri meritvah smo uporabljali daljnje UV-območje, ki obsega valovne dolžine med 200 in 
250 nm, pri čemer smo iz pridobljenih CD-spektrov dobili informacijo predvsem o 
sekundarni strukturi proteina, sicer pa se lahko tudi uporablja bližje UV-območje (250–300 
nm), če želimo pridobiti informacijo o terciarni strukturi proteina. Pri CD-spektrih v 
daljnem UV-območju merjenja obstajajo značilni spektralni minimumi, ki ustrezajo 
posameznim sekundarnim strukturam, in sicer β-ploskev ima minumum pri 217 nm, 
medtem ko ima α-vijačnica minimuma pri 209 ± 1 nm in 220 ± 2 nm. CD smo izvajali na 
spektropolarimetru J-1500, kvarčni kiveti debeline 1 cm v 10 mM HEPES pufru (pH 8,0), 
z absorbanco vzorca A280= 0,19 (koncetracija pernizina je bila 0,14 mg mL-1). Zbrani CD-
spektri so bili posneti na vsak nm ter pri temperaturnem območju od 25 do 100 °C. 
Rezultati so podani v enotah molske eliptičnosti ([θ]) pri dani valovni dolžini (λ). 
 
3.2.4.3.2 Fluorescenčna emisijska spektrometrija 
 
Fluorescenco pri fluoroforijh lahko razložimo kot pojav, pri katerem se vzbujena molekula 
zaradi absorbcije svetlobe vrne v osnovno stanje z emisijo svetlobe, zatorej pravimo, da 
fluorescira. Energija absorbirane svetlobe je višja kot energija emitirane svetlobe oziroma 
so maksimumi intenzitete emisije prisotni pri daljših valovnih dolžinah kot pa maksimumi 
intenzitete absorbcije. Fluorofore delimo na intrinzične, kot so aromatske aminokisline, ter 
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ekstrinzične oziroma nebiološke snovi z lastnostjo fluorescence. Lastnost fluorescence pri 
aromatskih kislinah, kot so triptofan, tirozin in fenilalanin (Try, Thr in Phe), izkoriščamo 
za pridobitev informacije o spremembi strukture proteinov ali pa drugih bioloških molekul 
(Sheehan, 2009). Na specifične emisijske spektre flouoroforjev oziroma maksimume 
intezitete emisije ter ustrezne valovne dolžine (λmax) lahko vplivamo s spremembo 
okolice oziroma dejavnikov, kot sta pH in temperatura, glede na to pa lahko sklepamo o 
posledičnih spremembah v strukturi preučevane molekule. 
 
Fluorescečno emisijsko spektrometrijo smo izvajali na flurescenčnem spektrofotometru 
Varian Cary Eclipse v kvarčnih kivetah dolžine 1 cm ter pri temperaturi 21 °C. Maksimum 
intenzitete vzbujanja je bil pri 280 nm, razpon merjenja maksimuma intenzitet emisije je 
bil med 300 in 400 nm, medtem ko je bila nastavitev širine reže na 5 nm. Hitrost merjenja 
je bila 37,5 nm/min z meritvami, ki so bile dolge 0,5 sekunde. Emisijske spektre smo 
merili vzporedno s spremembo pH-ja v razponu od 1,0 do 14,0, kar smo dosegli z 
dodajanjem različnih raztopin HCl oziroma NaOH (od 4 M do 0,0039 M), ki so opisane v 
preglednici 8. 
 
3.2.4.4 Določanje encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina z azokazeinskimi testi 
 
Za določanje encimske aktivnosti pernizina smo uporabili modificirano kolorimetrično 
nespecifično metodo določitve proteolitične aktivnosti encimov (Charney in Tomarelli, 
1947). Uporabljena metoda vključuje spremljanje encimske hidrolize substrata azokazeina 
tako da, se cepi kromoforna skupina substrata in to zaznamo kot rdeče-oranžno obarvanje 
reakcijske mešanice. Intenziteta barve ustreza količini hidroliziranega substrata in s tem 
lahko kvantificiramo proteolitično aktivnosti nekega encima. 
 
Encimski test smo izvajali v treh ponovitvah v mikrocentrifugirkah (razen, če je drugače 
navedeno) ter v vodni kopeli, da smo lahko dosegli delovno temperaturo (80 °C) za 
izvajanje testa. Reakcijska mešanica je vsebovala 125 μL 3-odstotne raztopine azokazeina, 
raztopljenega v pufru (50 mM Tris-HCl, 1 mM CaCl2, pH 8,0), če ni navedeno drugače, 50 
μL enakega pufra ter 50 μL vzorca oziroma pernizina. Hidroliza substrata je potekala pri 
inkubaciji reakcijske mešanice za 20 minut, nakar smo ustavili reakcijo z dodatkom 60 μL 
15-odstotne trikloroetanojske kisline (TCA) ter jo dali za 10 minut ohladiti na led. Nastala 
oborina predstavlja nehidroliziran substrat, saj je kromoforna skupina substrata topna v 
TCA in smo se netopne oborine znebili s centrifugiranjem za 5 minut pri 13.000 G. 
Nadalje smo prenesli po 200 μL supernatanta v miktrotitrsko ploščo ter dodali 58,1 μL 5 M 
NaOH (končna koncentracija NaOH je bila 1,125 M) in pomerili absorbanco pri 440 nm. 
Slepi vzorec smo pripravili na enak način, le da smo namesto vzorca pernizina dodali enak 
volumen pufra. Negativno kontrolo smo pripravili tako, da smo že pred inkubacijo v 
reakcijsko mešanico dodali 60 μL 15 % TCA in s tem denaturirali encim. 
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3.2.4.4.1 Odvisnost encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina od temperature in časa 
 
Odvisnost encimske aktivnosti pernizina od temperature in časa oziroma njegovo 
termostabilnost smo preverjali s predinkubacijo pernizina pri treh različnih temperaturah, 
in sicer pri 40 °C, 80 °C in 98 °C, in času 0, 10, 60, 120, 180 ter 240 minut in nato preverili 
encimsko aktivnost z uporabo azokazinskega testa. Encimsko aktivnost smo predstavili kot 
odstotek preostale aktivnosti pernizina glede na encimsko aktivnost v času 0 pri enakih 
pogojih ter z odštetjem kontrole.  
 
3.2.4.4.2 Odvisnost encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina od temperature in pH 
 
Vpliv temperature in vrednosti pH na encimsko aktivnost pernizina smo preverili z 
uporabo azokazeinskega testa (kot je opisano v poglavju 3.2.4.4) pri petih različnih 
temperaturah (40 °C, 60 °C, 80 °C, 100 °C, 120 °C) ter šestih različnih pH vrednostih (pH 
2, 4, 6, 8, 10, 12). Reakcijsko mešanico smo pripravili tako, kot je že opisano, z razliko da 
smo substrat raztopili v šestih različnih pufrih, ki so imeli različne vrednosti pH. Te iste 
smo uporabili kot pufre za izvajanje testa, ki so navedeni v preglednici 5. Zaradi visokih 
temperatur izvajanja smo test izvajali v steklenih vialah, saj so se plastične 
mikrocentrifugirke izkazale kot neustrezne. Encimsko aktivnost smo izračunali kot 
relativno aktivnost (%) glede na najvišjo vrednost encimske aktivnos ti pri ustreznih 
pogojih z upoštevanjem korekcijskega koeficienta za pH posameznih pufrov pri različnih 
temperaturah (dpH dT-1) (Beynon in Easterby, 1996).  
 
3.2.4.4.3 Odvisnost encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina od temperature 
shranjevanja ter prisotnosti CaCl2 
 
Po sedmih dneh shranjevanja perniznina na treh različnih temperaturah (–20 °C, +6 °C, 
sobna temperatura) ter z dodatkom 1 mM CaCl2 in brez njega smo izvedli azokazeinski 
test. Nato smo vrednosti absorbance pri 440 nm primerjali med različnimi pogoji, saj nam 
te povedo, kakšna je v danih pogojih vrednost encimske aktivnosti pernizina. 
 
3.2.4.4.4 Encimska aktivnost rekombinantnega pernizina pri različnih stopnjah izolacije 
 
Pri izvedbi posamezne stopnje izolacije ter čiščenja pernizina smo hkratno z vzorčenjem 
vzorcev za NaDS PAGE ter cimografijo odvzeli vzorec za izvedbo azokazeinskega testa za 
določitev odvisnosti encimske aktivnosti pernizina glede na stopnjo izolacije. 
Azokazeinski test smo izvajali tako, kot smo že prej opisali, potem pa smo primerjali 
vrednosti absorbanc med posameznimi vzorci. 
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4.1 IZOLACIJA REKOMBINANTNEGA PERNIZINA 
 
Izolacijo pernizina smo pričeli z gojenjem transformiranega seva Streptomyces rimosus 
M4081 z oznako PER5, ki predstavlja produkcijski sev in je transformiran s plazmidom 
pVF tcp830 srT pernisine CO HT, ki ima tetraciklinski promotor (oznaka tcp830), nativno 
signalno zaporedje za zunajcelično izločanje pernizina (oznaka srT) kot tudi kodonsko 
optimizirani gen za izražanje pernizina v Streptomyces rimosus (oznaka CO, angl. »codon-
optimised«) ter vključek šestih histidinskih ostankov na C-koncu (oznaka HT, angl. 
»histidine tag«). Sev smo gojili v spremenjenem produkcijskem gojišču GOTC, pri čemer 
je edina razlika od klasičnega produkcijskega gojišča GOTC v količini dodanega škroba, ki 
znaša 40 g na 1 L, medtem ko smo mi dodali 20 g škroba. Spremenjeno GOTC 
produkcijsko gojišče GOTC smo uporabljali zaradi rezultatov boljšega izplena pernizina, 
prikazanega v magistrskem delu »Optimizacija gojišča za produkcijo rekombinantne 
proteinaze pernizin s pomočjo bakterije Streptomyces rimosus« (Štefančić, 2017). Obenem 
smo pri enakih pogojih gojili tudi sev Streptomyces rimosus M4018 s plazmidom pVF, ki 
ne vsebuje promotorja, signalnega zaporedja ter gena za pernizin in predstavlja kontrolni 
sev, saj ne proizvaja pernizina. S primerjavo med vzorcema izolacij pernizina kontrolnega 
ter produkcijskega seva smo dokazali uspešnost izolacije pernizina (Slika 6), saj na sliki 
cimograma ni vidna hidroliza kazeina, ki bi jo lahko dokazali s cimografijo oziroma v 
vzorcu izolacije kontrolnega seva ni proteolitične aktivnosti, medtem ko je lepo vidna bela 
lisa pri vzorcu izolacije produkcijskega seva (Slika 6, stolpca 1 in 4 v primerjavi s 2 in 5). 
Pri posameznih korakih izolacije, ki so opisani v nadaljevanju, smo vzorčili določen 
volumen vzorcev, da smo lahko izvedli NaDS-PAGE ter cimografijo.  
 
 
Slika 6: NaDS-PAGE (levo) in cimogram (desno) vzorcev po ločenih korakih izo lacije rekombinantnega 
pernizina iz produkcijskega ter kontrolnega seva bakterije S. rimosus. 0 – proteinski standard, 1 –  permeat 
kontrolnega seva, 2,3 –  ponovitve permeata p rodukcijskega seva, 4 – elucijska frakcija kontrolnega seva, 5 – 
združene frakcije po koloni HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade produkcijskega seva. 
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Po končanju gojenja smo pridobljeno brozgo pripravili za nadaljnje izolacije na ta način, 
da smo najprej brozgo centrifugirali ter izvedli vakuumsko filtracijo supernatanta brozge 
čez celulozno-nitratni filter por, velikih 0,2 μm. Korak filtracije smo poskušali izboljšati s 
pomočjo filtracije čez karbocelulozo, vendar ni bilo opazne razlike (ni prikazano). 
Izolacijo smo nadaljevali z izvajanjem afinitetne kromatografije NiNTA, pri čemer smo 
določili, da znaša optimalen volumen cOmplete His-TAG gela 0,1 mL gela na 20 mL 
brozge. Vezava pernizina na gelski nosilec je potekala s 50-minutnim stresanjem na ledu. 
Boljšo vezavo smo poskušali doseči s stresanjem na sobni temperaturi, vendar v primerjavi 
z že opisanim načinom ni bilo opazne razlike v vezavi (ni prikazano). Nadalje smo brozgo 
skupaj z nosilcem spustili preko afinitetne kolone ter sprali s pufrom za izpiranje ter na 
koncu še s pufrom za elucijo, pri čemer smo zbirali frakcije velike po 1 mL in jim hkratno 
preverjali absorbanco pri 280 nm. Potem smo frakcije elucij z najvišjo vrednostjo A280 
zbrali skupaj, saj smo sklepali, da elucijske frakcije z višjo vrednostjo A280 vsebujejo več 
izoliranega pernizina. Razlika med vrednostmi A280 v posameznih vzorcih je prikazana na 
sliki 7 in je vidna kot razlika v intenziteti proteinskih lis na gelu NaDS-PAGE. 
 
 
Slika 7: NaDS PAGE elucijskih frakcij rekombinantnega pernizina z višjimi ter nižjimi vrednostimi A280. 0 – 
proteinski standard, 1,2 – ponovitve združenih elucijskih  frakcij z v išjo vrednostjo A280, 3,4 – ponovitve 
združenih elucijskih frakcij z nižjo vrednostjo A280 . 
 
Pri enem poskusu izolacije smo želeli postopek še izboljšati na način, da smo preverjali, če 
je obstajalo znotrajcelično izločanje pernizina. Znotrajcelično izločanje pernizina smo 
preverili na način, da smo usedlino s celicami, ki je ostala po centrifugiranju brozge, dali 
sonicirati pri 70-% amplitudi za 10 minut ter pri 10 °C s 13-milimetrsko sondo in s tem 
povzročili lizo celic. Vzorec smo nadalje centrifugirali pri 13.000 G za 20 minut pri 10 °C, 
supernatant pa smo uporabili kot vzorec za afinitetno kromatografijo NiNTA, ki smo jo 
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izvajali na enak način, kot smo predhodno že opisali. Elucijske frakcije z najvišjo 
vrednostjo A280 smo uporabili za analizo z metodama NaDS-PAGE ter cimografijo. 
Dokazali smo, da znotrajceličnega izločanja pernizina ni bilo, kar je vidno na sliki 5, saj je 
na sliki, kjer je prikazan gel cimograma, vidno, da ni bilo hidrolize kazeina kot substrata v 
gelu (Slika 8, stolpca 6 in 7). 
 
 
Slika 8: NaDS-PAGE (levo) in cimogram (desno) vzorcev pri posameznih stopnjah izo lacije 
rekombinantnega pernizina iz produkcijeskega seva bakterije S. rimosus. 0 – proteinski standard, 1 – frakcija 
po spiranju s pufrom za izpiran je, 2 – elucijska frakcija z nižjo vrednostjo A280, 3 – elucijska frakcija z višjo 
vrednostjo A280, 4 –  združene frakcije po koloni HiLoad 16/60 Superdex 200 prep  grade, 5 – vzorec po 
dializi, 6 – frakcija po spiranju s pufrom za izpiranje vzorca lize celic, 7 – elucijska frakcija vzorca lize celic. 
 
Postopek izolacije smo nadalje optimizirali s tem, da smo še dodatno uporabili velikostno 
izključitveno kromatografijo s kolono HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade in s tem 
dobili še boljšo čistost pernizina (> 95 %), kar je vidno na sliki 8 (stolpca 4 in 5) kot lise z 
najboljšo intenziteto. Postopku izolacije smo še dodali stopnjo dialize v 10 mM Tris-HCl 
pufru (pH 8,0) in se s tem odstranili soli.   
 
V kolikor smo zaradi poskusov potrebovali višje koncentracije pernizina smo dodali 
dodatno stopnjo, in sicer smo po dializi vzorec pernizina še skoncentrirali z uporabo 
ultrafiltracijske centrifugirke AMICON Ultra-15 (Slika 9, stolpec 6).  
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Slika 9: NaDS-PAGE (levo) in cimogram (desno) vzorcev pri posameznih stopnjah izo lacije 
rekombinantnega pernizina iz produkcijskega seva bakterije S. rimosus. 0 – proteinski standard, 1 – frakcija 
zunajceličnega medija, 2 – permeat, 3 – združene elucijske frakcije, 4 – združene frakcije po koloni HiLoad 
16/60 Superdex 200 prep grade, 5 – vzorec po dializi, 6 – vzorec po koncentraciji. 
 
Na sliki 9 je razvidno, da se je pernizin eluiral kot protein z molekulsko maso okoli ~23 
kDa. Pri stolpcu 3 vidimo še eno liso pri okoli ~8 kDa, kar bi lahko predstavljalo proregijo 
pernizina. 
 
Da bi dodatno potrdili uspešno izolacijo pernizina, proizvedenega v bakteriji Streptomyces 
rimosus, smo gel NaDS-PAGE skupaj z označeno proteinsko liso, za katero smo 
predvidevali, da vsebuje le pernizin (Slika 6, puščica), dali analizirati z masno 
spektrometrijo. Rezultati identifikacije so podani v preglednici 15. Identifikacija z masno 
spektrometrijo je pokazala, da smo izvedli uspešno izolacijo pernizina, saj je pokritost 
celotnega zaporedja pernizina znašala 73 % (rdeče črke v preglednici 15). Nadalje je 
pokazala, da je teoretična molekulska masa izoliranega pernizina znašala ~35 kDa. 
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Preglednica 15: Rezultati identifikacije izoliranega rekombinantnega pernizina z masno spektrometrijo. 
Molekulska masa (Mr) 35220 Da  
Preračunana pI 4,14 
Pokritost zaporedja 73 % 
Aminokislinsko zaporedje 
1   AMAKPPWAGG GNKSQPAEVL PWGVDYIDAE 
    LVWPDGVTGW VDVNGDGDGE 
51  IEVAVIDTGV DKDHPDLAGN IVWGISVLNG 
    RISSNYQDRN GHGTHVTGTV 
101 AAIDNDIGVI GVAHSVEIYA VKALGNGGYG 
    SWSDLIIAID LAVKGPDGVI 
151 DADGDGVVAG DPDDDAPEVI SMSLGGSSPP 
    PELHDVIKAA YNLGITIVAA 
201 AGNDGADSPS YPAAYPEVIA VGAIDENGNV 
    PSWSNRNPEV AAPGVNILST 
251 YPDDTYEELS GTSMATPHVS GTVALIQAAR 
    LAAGLPLLPP GSESDTTPDT 
301 VRGVLHTTAT DAGDPGYDSL YGYGIIDAYD 
    AVQTAVSSHH HHHH 
 
Glede na poravnavo amonokislinskega zaporedja smo s spletno dostopnim orodjem BlastP 
(BLAST, 2017) določili, da je najbolj sorodna proteinaza izoliranemu pernizinu pernizin, 
izoliran iz Aeropyrum pernix K1. Potem smo s programskim orodjem MEGA 6 (Tamura in 
sod., 2013) konstruirali drevo s prikazom rekonstrukcije filogenetskih odnosov zaporedij 
pernizinu podobnih proteinaz (Slika 10), kar je še dodatno potrdilo sorodnost izoliranega 
pernizina ter pernizina iz Aeropyrum pernix K1. 
 
 
Slika 10: Prikaz rekonstrukcije filogenetskih odnosov zaporedij rekombinantnemu pernizinu podobnih 
proteinaz, pridobljenih s spletno dostopnim orodjem BlastP. 
 
  
Špehar I. Optimizacija izolacije rekombinantne serinske proteinaze pernizin iz Streptomyces rimosus.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
34 
4.2 ANALIZE FIZIKALNIH LASTNOSTI IN DOLOČANJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI 
REKOMBINANTNEGA PERNIZINA 
 
4.2.1 Analize fizikalnih lastnosti rekombinantnega pernizina 
 
4.2.1.1 CD - spektropolarimetrija 
  
CD-spektre izoliranega pernizina smo snemali v daljnjem UV-območju na 
spektropolarimetru J-1500, v kvarčni kiveti debeline 1 mm, v 10 mM HEPES pufru (pH 
8,0). Iz CD-spektrov (Slika 11) dobimo informacije o spremembi sekundarne strukture 
pernizina v odvisnosti od spremembe temperature v območju od 25 do 100 °C.  
 
Slika 11: CD-spekter izoliranega rekombinantnega pernizina v  daljnjem UV-območju  (200–250 nm) pri 
različnih temperaturah (25 do 100 °C) v 10 mM HEPES pufru (pH 8,0). 
Iz CD spektra je razvidno, da se oblika spektra pernizina z zvišanjem temperature do 60 °C 
ni bistveno spreminjala in da so prisotni tipični minimumi za α-vijačnico pri ~209 nm in 
~220 nm. Pri temperaturah nad 60 °C pa se je signal CD spektrov spremenil, in sklepamo 
da je prišlo do večje spremembe strukture, saj so tipični minimumi značilni za α-vijačnico, 
vse manj izraziti. Pri 100 °C se minimum v spektru premakne k valovni dolžini okoli ~206 
nm. 
 
4.2.1.2 Fluorescenčna emisijska spektrometrija 
 
Fluorescenčno  emisijsko spektrometrijo smo izvajali na flurescenčnem spektrofotometru 
Varian Cary Eclipse in emisijske spektre snemali vzporedno s spremembo pH-ja v razponu 
od 1,0 do 14,0 ter pri stalni temperaturi 21 °C. Maksimume emisijskih intenzitet smo 
merili v območju od 300 do 400 nm in jih prikazali v odvisnosti od pH (Slika 12). 
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Slika 12: Valovne dolžine maksimumov intenzitet emisijskih spektrov (λmax) rekombinantnega pernizina v 
odvisnosti od pH pri temperaturi 21 °C.  
Posnet emisijski spekter rekombinantnega pernizina kaže na to, da v pH območju od 3,0 do 
12,0 ni večjih premikov λmax saj se vrednosti nahajajo v razponu od 326,5 do 329 nm,  
sklepamo da ni posebnih sprememb v strukturi izoliranega pernizina, medtem ko večji 
premiki vrednosti λmax (do vrednosti od celo 336,6 nm) pri pH-jih, nižjih od pH 3,0 in 
višjih od pH 12,0 kažejo na to, da se struktura pernizina bistveno spremeni. 
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4.2.2 Določanje encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina z azokazeinskimi 
testi 
 
4.2.2.1 Odvisnost encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina od temperature in časa 
 
Termostabilnost izoliranega pernizina smo določili s spremljanjem encimske aktivnosti, ki 
smo jo določili z azokazeinskimi testi v časovnem obdobju od 0 do 240 minut ter pri treh 
različnih temperaturah (40 °C, 80 °C in 98 °C) pri pH 8,0 (50 mM Tris-HCl, 1 mM CaCl2). 
Encimsko aktivnost smo predstavili kot delež preostale aktivnosti glede na vrednosti ob 
času 0.  
 
 
Slika 13: Termostabilnost rekombinantnega pernizina določena z azokazeinskimi testi v časovnem intervalu 
od 0 do 240 minut ter pri treh različnih  temperaturah (40 °C, 80 °C in 98 °C) in pri pH-vrednosti 8,0 ter v 
prisotnosti 1 mM CaCl2. 
 
Iz grafa je razvidno, da je pri temperaturah 40 °C in 80 °C rekombinanten pernizin 
termostabilen čez celotni preučevan časovni interval (do 240 minut) ter ohrani encimsko 
aktivnost >90 %. Pri temperaturi 98 °C  pa pernizin ohranja encimsko aktivnost do 180 
minut, nato pa začne hitro izgubljati svojo aktivnost. Kljub temu ta vrednost ne pade pod 
40 %. 
 
4.2.2.2 Odvisnost encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina od temperature in pH 
 
Da bi prikazali, kako se spreminja encimska aktivnost pernizina v odvisnosti od 
temperature ter pH-ja, smo izvedli azokazeinske teste pri petih različnih temperaturah (40 
°C, 60 °C, 80 °C, 100 °C, 120 °C) ter šestih različnih pH-jih (pH 2, 4, 6, 8, 10, 12) in 
rezultate podali kot odstotek relativne proteolitične aktivnosti glede na najvišjo vrednost 
encimske aktivnosti (slika 14). Dejanske vrednosti pH-ja smo dobili z upoštevanjem 
korekcijskega koeficienta za pH pri različnih temperaturah (dpH dT-1) (Beynon in 
Easterby, 1996).  
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Slika 14: Tridimenzionaln i graf odvisnosti relat ivne encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina od 
temperature in  pH. Azokazeinske teste smo izvajali  pri petih različnih  temperaturah (40 °C, 60 °C, 80 °C, 
100 °C, 120 °C) ter šestih različnih vrednostih pH (pH 2, 4, 6, 8, 10, 12) v časovnem obdobju od 20 minut ter 
v prisotnosti 1 mM CaCl2. 
Tridimenzionalni prikaz odvisnosti encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina od 
temperature in pH-ja na sliki 14 kaže na to, da pernizin vzdržuje encimsko aktivnost, večjo 
kot 80 % v razponu od pH 5,3 do 10,1 ter pri temperaturi 100  °C. Maksimalna encimska 
aktivnost je bila prisotna pri pH 6,95 ter pri temperaturi 100 °C. 
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4.2.2.3 Odvisnost encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina od temperature 
shranjevanja ter prisotnosti CaCl2 
 
Stabilnost pernizina pri skladiščenju smo določali tako, da smo z azokazeinskimi testi 
preverjali encimsko aktivnost pernizina po sedmih dneh skladiščenja na treh različnih 
temperaturah (–20 °C, +6 °C, sobna temperatura) ter z dodatkom ali brez dodatka 1 mM 
CaCl2. Rezultate smo prikazali kot vrednosti absorbanc pri 440 nm v odvisnosti od 
preiskovanih pogojev shranjevanja, saj nam te povejo podatek o količini hidroliziranega 
azokazeina, kar je približno premosorazmerno z encimsko aktivnostjo pernizina, 
prisotnega v testu. 
 
 
Slika 15: Odvisnost encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina od temperature shranjevanja ter 
prisotnosti CaCl2, prikazana kot vrednosti absorbanc pri 440 nm. Pogoji shranjevanja: –20 °C z dodatkom 
CaCl2, –20 °C brez dodatka CaCl2, +6 °C z dodatkom CaCl2, +6 °C brez dodatka CaCl2, sobna temperatura 
(angl. »room temperature«, RT) z dodatkom CaCl2, sobna temperatura brez dodatka CaCl2. 
 
Iz grafa lahko sklepamo, da v tem preiskovanem časovnem obdobju sedmih dni ni značilne 
razlike v spremembi encimske aktivnosti pernizina pri različnih pogojih shranjevanja, 
poleg tega razlika med vrednostmi absorbanc ni večja od 10 %.  
 
 
4.2.2.4 Encimska aktivnost rekombninantnega pernizina pri različnih stopnjah izolacije 
 
Pri posameznih stopnjah izolacije smo vzorčili določene volumne vzorcev za izvedbo 
azokazeinskega testa (kot je opisano v poglavju 3.2.4.4), da bi lahko določili encimsko 
aktivnost pernizina med posamezno stopnjo izolacije. Prav tako smo pri tem primeru 
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določanja encimske aktivnosti uporabili vrednosti absorbanc pri 440 nm kot neposreden 
kazalec encimske aktivnosti pernizina v vzorcu. 
 
Slika 16: Odvisnost encimske akt ivnosti rekombinantnega pernizina p ri posameznih stopnjah izolacije . 
Vzorci pernizina: zunajceličn i medij – pridobljen centrifugiran jem brozge, permeat  –  vzorec, spravljen čez 
kolono z grav itacijskim tokom, po NiNTA – vzorec, pridobljen po izvajan ju NiNTA afin itetne 
kromatografije, po dializi –  vzorec, pridobljen po dializi, koncentrat – vzorec, pridobljen s koncentriranjem 
dializiranega vzorca.  
S slike 16 lahko sklepamo, da je encimska aktivnost odvisna od vsebnosti pernizina, torej 
pri stopnjah, kjer imamo pernizin bolj očiščen preostalih komponent imamo večjo 
encimsko aktivnost. Manjša aktivnost je prisotna pri začetnih korakih izolacije, in sicer po 
centrifugiranju brozge ter prvem nanosu supernatanta brozge čez kolono s keramično frito. 
Po izvajanju afinitetne kromatografije NiNTA oziroma po eluciji ima pernizin največjo 
aktivnost, medtem ko se mu aktivnost zniža po sledečih stopnjah, kjer je pernizin bolj 
redčen in se mu aktivnost poveča v zadnji stopnji, kjer ga koncentriramo.  Encimska 
aktivnost je najnižja pri izvedbi dialize, kar je logično glede na to, da je v tej stopnji  
pernizin, dodatno redčen. 
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5 RAZPRAVA  
 
Cilj magistrskega dela je bil s pravilno izbiro ter optimizacijo tehnik za izolacijo 
rekombinantnega pernizina izboljša ti postopek izolacije in posledično izkoristek produkta 
v ekpresijskem sistemu Streptomyces rimosus, kakor tudi raziskati njegove fizikalno-
biokemijske lastnosti. Da bi dosegli cilje magistrskega dela smo morali z uporabo sistema 
za izražanje proteinov S. rimosus pridobiti rekombinantni pernizin z podobnimi lastnosti, 
kot jih ima nativni pernizin, prvotno izoliran iz arheje A. pernix K1. Pernizin je 
termostabilna proteinaza z visokim optimumom encimske aktivnosti pri temperaturi, višji 
od 100 °C, zaradi česar je zelo zanimiv za različne industrijske aplikacije (Poklar in Vilfan, 
2009; Šnajder in sod., 2012). S. rimosus je ena od najbolj raziskovanih industrijsko 
uporabljanih streptomicet in ima veliko zmožnost izločanja produktov ter je ena od redkih 
streptomicet, ki dosega celični donos od več kot 50 g na 1 L gojišča (Petković in sod., 
2006; Šnajder in sod., 2012). Navedene lastnosti lahko prispevajo k boljšemu izplenu 
rekombinantnega pernizina, ki je sicer nezadostno v A. pernix K1, s čimer bi lahko 
povečali konkurenčnost S. rimosus kot sistema za izražanje proteinov v primerjavi z 
drugim sistemom, kot je npr. E. coli.  
 
NaDS-PAGE in cimografija sta bili glavni analitski metodi za dokaz uspešnega 
pridobivanja pernizina kot tudi za optimizacijo posameznih stopnji izolacije in čiščenja 
pernizina glede na približno velikost, čistost in relativno encimsko aktivnost pernizina. 
Analize fizikalnih lastnosti ter encimske aktivnosti pernizina smo izvajali z uporabo 
metod, kot so CD-spektropolarimetrija, fluorescenčna emisijska spektrometrija ter 
nespecifični azokazeniski test.  
 
5.1 IZOLACIJA REKOMBINANTNEGA PERNIZINA 
 
Najprej smo gojili sev S. rimosus M4081 PER5, ki predstavlja produkcijski sev in je 
transformiran s plazmidom pVF tcp830 srT srT pernisine CO HT s tetraciklinskim 
promotorjem, signalnim zaporedjem za zunajcelično izločanje pernizina, genom za 
izražanje pernizina ter vključkom šestih histidinskih ostankov na C-koncu. Hkrati s 
produkcijskih sevom smo gojili kontrolni sev, ki ne vsebuje promotorja, signalnega 
zaporedja in gena za pernizin ter tako ne proizvaja pernizina. Sposobnost S. rimosus, da 
proizvaja rekombinantni pernizin, smo dokazali s primerjavo vzorcev pridobljene brozge 
produkcijskega ter kontrolnega seva z uporabo NaDS-PAGE ter cimografije, pri čemer 
smo kot dokaz upoštevali izostanek proteolitične aktivnosti na cimogramu v tistih stolpcih, 
kamor smo nanesli vzorec kontrolnega seva (Slika 6, stolpca 1 in 4). S pomočjo NaDS-
PAGE in cimografijo smo izvedli analizo tako, kot je opisano v podpoglavju 3.2.4.1, in 
glede na to, da smo največji signal dobili pri pričakovani velikosti pernizina, ki znaša ~23 
kDa, predvidevali (Slika 6, stolpec 5), da je S. rimosus M4081 PER5 sposoben proizvesti 
rekombinantni pernizin.  
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Izolacijo pernizina smo pričeli s centrifugiranjem fermentacijske brozge, pri čemer smo za 
postopke izolacije, ki so sledili, uporabili supernatant centrifugirane brozge, saj smo 
pričakovali prisotnost pernizina v zunajceličnem mediju. Nadalje smo izvedli vakuumsko 
filtracijo supernatanta čez celulozno-nitratni filter z velikostjo por 0,2 μm, da bi se znebili 
morebitnih še vedno prisotnih celic in nečistoč, ki bi motile analize pernizina. Postopek 
filtracije smo poskušali izboljšati z uporabo karboceluloze med filtracijo, vendar nismo 
opazili razlike glede na filtracijo čez celulozno-nitratni filter (ni prikazano). Nadalje je 
sledila izvedba NiNTA afinitetne kromatografije, kot je opisana v podpoglavju 3.2.3.1, saj 
pernizin vsebuje označevalno zaporedje šestih histidinov in se le s tem lahko veže na ione 
niklja, ki so kelatno imobilizirani na sefarozne nosilce. S lednji so se nahajali v gelu 
cOmplete His-TAG. Vezavo pernizina na nosilce smo izvedli s 50-minutnim stresanjem 
gela in vzorca na ledu. Boljšo vezavo smo poskušali doseči s stresanjem vzorca in gela pri 
sobni temperaturi, vendar pri nadaljnih korakih nismo opazili boljšega izkoristka pernizina 
(ni prikazano). Prisotnost pernizina v eluiranih frakcijah med izvajanjem afinitetne 
kromatografije NiNTA smo zaznavali s hkratnim preverjanjem absorbance pri 280 nm in 
smo predvidevali, da frakcije z višjo vrednostjo A280,  posledično vsebujejo več pernizina. S 
slike 7 je razvidno, da elucijske frakcije z višjo vrednostjo A280,  vsebujejo višje 
koncentracije pernizina, kar je opazno iz razlike v intenzitetah proteinskih lis na NaDS-
PAGE gelu, pri čemer so lise vzorcev elucijskih frakcij z višjo vrednostjo A280  močnejše 
obarvane. Z NaDs-PAGE smo ocenili, da je pernizin več kot 90% čist. 
 
Maksimalni izkoristek pernizina iz fermentacijske brozge smo hoteli pridobiti s 
preverjanjem morebitnega znotrajceličnega izločanja pernizina. Najprej smo izvedli lizo 
celic iz usedline, ki je ostala po centrifugiranju, nato smo pa centrifugirali lizirani vzorec in 
smo supernatant uporabili za izvajanje afinitetne kromatografije NiNTA. NaDS-PAGE in 
cimografija sta nam pokazala, da se ob teh pogojih velika večina proizvedenega pernizina 
izloči v gojišče, saj so odsotne proteinske lise v gelih (Slika 8, stolpca 6 in 7). Na podlagi 
tega smo sklepali, da je S. rimosus M408 PER5 ustrezen sistem za izločanje 
rekombinantnega pernizina v zunajcelični prostor ter bi posledično lahko zaradi lastne 
velike zmožnosti izločanja produktov povečal konkurenčnost v primerjavi z drugim 
sistemom za izražanje rekombinantnih proteinov. Alternativni sistem za zunajcelično 
izražanje bi lahko bil Bacillus subtilis, ki je pokazal veliko zmogljivost uspešnga izločanja 
rekombinantnih produktov, medtem ko so produkti po izločanju dovzetni za degradacijo s 
t.i. proteazami za nadzor kakovosti produktov (angl. »quality control proteases«) in se s 
tem zmanjša izplen zaželenega rekombinantnega produkta (Harwood in Cranenburgh, 
2008). 
 
Dodatno optimizacijo postopka izolacije pernizina smo opravili tako, da smo še izvedli 
velikostno izključitveno kromatografijo s kolono HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade. 
Namreč pernizin smo pričakovali pri določenem elucijskom volumnu z najvišjo vrednostjo 
A280.  Lahko smo izbrali nam ustrezne frakcije, ki so vsebovale predvsem pernizin, kar je 
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vidno kot proteinske lise z najboljšo intenziteto obarvanosti (Slika 8, stolpca 4 in 5). Nato 
smo vzorec še dializirali, da bi se znebili soli, ki bi lahko vplivala na aktivnost pernizina. S 
koncentriranjem dializiranega vzorca pernizina z uporabo ultrafiltracijske centrifugirke 
AMICON Ultra-15 smo še zvišali čistost pernizina, kar je razvidno iz intenzitete 
obarvanosti proteinske lise na sliki 9 (stolpec 6). 
 
Identifikacija s tandemsko masno spektrometrijo je pokazala, da smo izvedli uspešno 
izolacijo pernizina, saj je pokritost celotnega zaporedja pernizina znašala 73 %. Prav tako 
je pokazala, da je relativna molekulska masa izoliranega pernizina znašala ~35 kDa, 
medtem ko je imela aktivna oblika ~23 kDa (razvidno iz cimogramov), kar ustreza 
rezultatom od Šnajder in sod. (2012), le da pri naših rezultatih nismo uspeli dokazati 
aktivne oblike pri ~35 kDa na cimogramih. To je lahko posledica dodatne avtokatalitske 
aktivnosti pernizina, da se aktivira, ali pa je struktura proteina med NaDS-PAGE in 
cimografijo takšna, da ne potuje tako, da bi jo lahko ovrednotili. 
 
Kot najbolj sorodno zaporedje izoliranemu pernizinu se je pokazalo zaporedje pernizina, ki 
je bil izoliran iz A. pernix K1, kot je bilo tudi prvotno pričakovano (Slika 10). 
 
5.2 ANALIZE FIZIKALNIH LASTNOSTI REKOMBINANTNEGA PERNIZINA 
 
Za analize fizikalnih lastnosti pernizina smo uporabili naslednje metode: CD-
spektropolarimetrijo, s katero smo spremljali spremembe sekundarne strukture pernizina v 
določenem temperaturnem območju in stalnem pH 8,0 ter fluorescenčno emisijsko 
spektrometrijo, pri čemer smo spremljali spremembe v strukturi pernizina glede na 
spremembo vrednosti pH od 1,0 do 14,0.  
 
CD-spektre pernizina smo snemali v daljnjem UV-območju v temperaturnem razponu od 
25 do 100 °C in s tem smo spremljali spremembe signala, ki je posledica sprememb v 
sekundarni strukturi pernizina. V temperaturnem območju od 25 do 60 °C pernizin 
bistveno ne spreminja sekundarne strukture, kar potrjuje prisotnost tipičnih minimumov 
molske eliptičnosti pri ~209 nm, kar je značilno za β-ploskev, ter pri ~220 nm za α-
vijačnico (Slika 11). Nad 60 °C je prisoten premik v spektru, in sicer so tipični minimumi 
vse manj izraženi ter na podlagi tega sklepamo, da se z zvišanjem temperature zmanjša 
delež β-ploskev in α-vijačnic.  
 
S fluorescenčno emisijsko spektrometrijo smo spremljali spremembo strukture perniznina 
pri temperaturi 21 °C ter v razponu pH od 1,0 do 14,0. Spektri pernizina se le malo 
spreminjajo v območju od pH-vrednosti 3,0 do 12,0, kar je vidno iz vrednosti valovnih 
dolžin maksimumov v emisijskih spektrih, ki so v ozkem intervalu 327,5 ± 1,5 nm (Slika 
12). Vrednosti max se spreminjajo pri pH-jih pod 3,0 ter nad 12,0 in kažejo na to, da se 
struktura pernizina spreminja pri navedenih vrednostih pH, saj smo meritve izvajali pri 
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stalni temperaturi, pri kateri naj bi bila struktura pernizina ohranjena, zatorej lahko 
sklepamo, da je strukturna konformacija pernizina odvisna od pH.  
 
5.3 DOLOČANJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI REKOMBINANTNEGA PERNIZINA 
 
Encimsko oziroma proteolitično aktivnost pernizina smo določali z nespecifičnim 
azokazeinskim testom in s tem smo sklepali glede odvisnosti encimske aktivnosti od 
temperature in časa, temperature in pH-vrednosti, temperature shranjevanja in prisotnosti 
CaCl2 ter različnih stopenj izolacije.  
 
Termostabilnost pernizina smo določali z izvajanjem azokazeinskega testa, kot je opisano 
v podpoglavju 3.2.4.4, in sicer v časovnem obdobju od 0 do 240 minut ter pri temperaturah 
od 40 °C, 80 °C in 98 °C, pri pH 8,0 ter v prisotnosti 1 mM CaCl2, saj se je ta 
koncentracija pokazala kot najustreznejša (Šnajder in sod., 2012). Termostabilnost smo 
prikazali kot odstotek preostale encimske aktivnosti pernizina glede na vrednost pri času 0. 
Namreč pernizin je pokazal dobro termostabilnost v časovnem obdobju 120 minut, zato 
smo hoteli preiskusiti encimsko aktivnost v še daljšem obdobju, tj. v 240 minutah. S slike 
13 je razvidno, da pernizin ohrani encimsko aktivnost v celotnem časovnem obdobju 240 
minut pri temperaturah 40 °C in 80 °C večjo kot 90 %. Pri temperaturi 98 °C pernizin pa 
ohrani encimsko aktivnost do časa 180 minut, nakar se začne zniževati vendar vrednost ne 
pade pod 40 %. S tem smo potrdili dobro termostabilnost pernizina, ki je bila prisotna pri 
nativnem pernizinu, izoliranem iz A. pernix K1.   
 
Nadalje smo spremljali encimsko aktivnost pernizina v odvisnosti od različnih vrednosti 
pH in temperatur. Poskus smo zastavili tako, da smo izvajali azokazeinske teste pri petih 
različnih temperaturah (40 °C, 60 °C, 80 °C, 100 °C, 120 °C) ter šestih različnih vrednosti 
pH (pH 2, 4, 6, 8, 10, 12) in rezultate podali kot odstotke relativne aktivnosti glede na 
najvišjo vrednost encimske aktivnosti. Tridimenzionalni prikaz odvisnosti encimske 
aktivnosti pernizina od temperature in pH na sliki 14 kaže na to, da pernizin ohrani 
enicimsko aktivnost, večjo kot 80 %, v razponu od pH 5,3 do 10,1 ter pri temperaturi 100 
°C. Maksimalna encimska aktivnost je bila prisotna pri pH-vrednosti 6,95 ter pri 
temperaturi 100 °C, kar je podobno rezultatom, ki so jih dobili Šnajder in sod. (2015) za 
rekombinantni pernizin, izražen v E. coli, medtem ko je maksimalna encimska aktivnost 
nativnega pernizina zabeležena pri temperaturi 92 °C in pH-vrednosti 6,5 ter pri 105,0 ± 
0,5 °C pri pH-vrednosti 8,0 (Šnajder in sod., 2012). 
 
Stabilnost pernizina med skladiščenjem smo določali tako, da smo z azokazeinskimi testi 
preverjali encimsko aktivnost pernizina po sedmih dneh skladiščenja na treh različnih 
temperaturah (–20 °C, +6 °C, sobna temperatura) ter z dodatkom ali brez dodatka 1 mM 
CaCl2. Izbrane temperature so bile podobne temperaturam, ki bi bile sicer prisotne, če bi 
bil pernizin shranjen v zamrzovalniku, hladilniku ali pri sobni temperaturi, saj smo hoteli 
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preveriti, ali obstaja temperatura, pri kateri bi pernizin najbolj ohranil aktivnost. Encimsko 
aktivnost smo prikazali kot vrednosti absorbane pri 440 nm v odvisnosti od preiskovanih 
pogojev shranjevanja, saj nam te povedo, kakšna je količina hidroliziranega azokazeina, 
kar je približno premosorazmerno z encimsko aktivnostjo prisotnega pernizina v testu. 
Rezultati azokazeinskih testov nam niso pokazali značilne razlike encimske aktivnosti 
pernizina med različnimi pogoji, saj te niso večje od 10 % (Slika 15). Lahko sklepamo, da 
temperatura in prisotnost CaCl2 nimata večjega vpliva na aktivnost pernizina med 
shranjevanjem do sedem dni.  
 
Da bi natančneje določili uspešnost uporabljenih metod izolacije ter čiščenja pernizina, 
smo naredili povezavo med encimsko aktivnostjo in posameznimi stopnjami izolacije, saj 
smo skelpali, da encimska aktivnost pernizina ustreza ravni čistosti pernizina. Izvedli smo 
azokazeinski test za določanje encimske aktivnosti vzorcev, ki smo jih vzorčili po 
posameznih stopnjah izolacije in prav tako smo uporabili vrednosti absorbanc pri 440 nm 
kot neposreden kazalec encimske aktivnosti pernizina v vzorcu. Aktivnost pernizina se je 
spreminjala med postopki izolacije, kar je razvidno s slike 16. Pri začetnem koraku 
izolacije je prisotna manjša aktivnost pernizina, in sicer po centrifugiranju brozge ter 
prvem nanosu supernatanta brozge čez kolono s keramično frito. Naslednji korak izolacije 
oziroma izvajanje afinitetne kromatografije NiNTA je zvišal čistost pernizina, kar smo 
sklepali iz najvišje encimske aktivnost vzorca odvzetega po tem koraku. Velikostno 
izključitvena kromatografija naj bi še bolj zvišala čistost pernizina, vendar smo zaznali 
nižjo encimsko aktivnost kot pa po afinitetni kromatografiji NiNTA, kar razložimo z 
redčenjem vzorca pernizina, saj je v zbranih frakcijah prisoten tudi določen volumen pufra  
za izvajanje velikostno izključitvene komatografije. Najnižjo encimsko aktivnost smo 
zaznali po koraku dialize in sklepamo, da je to zaradi večjega redčenja vzorca pernizina z 
dializnim pufrom. Nadaljne koncentriranje vzorca pernizina je pričakovano zvišalo 
encimsko aktivnost. Rezultati azokazeinskega testa ustrezajo sliki cimograma vzorcev po 
omenjenih stopnjah izolacije, pri čemer je vidna slabša relativna encimska aktivnost pri 
razredčenih vzorcih ter vzorcih slabše čistosti (Slika 9, stolpca 1, 2, 4 in 5) in močnejša 
aktivnost pri bolj koncentriranih vzorcih (Slika 9, stolpca 3 in 6).  
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 S. rimosus M4081 PER5 je zmožen izražati rekombinantni pernizin, ki je bil 
prvotno izoliran iz arheje A. pernix K1. 
 
 Afinitetna kromatografija NiNTA je ustrezna metoda za izolacijo rekombinantnega 
pernizina iz fermentacijske brozge S. rimosus M4081 PER5. 
 
 S. rimosus M4081 PER5 izloči večino rekombinantnega pernizina zunaj celice, ker 
ga znotraj celice nismo zaznali z NaDS-PAGE ter cimografijo. 
 
 Velikostno izključitvena (gelska) kromatografija na koloni HiLoad 16/60 Superdex 
200 prep grade izboljša čistost proizvedenega rekombinantnega pernizina.  
 
 Rekombinantni pernizin je konformacijsko stabilen v razponu temperatur od 25 do 
60 °C ter v razponu pH-vrednosti od 3,0 do 12,0. 
 
 Rekombinantni pernizin je termostabilen, saj ohrani encimsko aktivnost večjo kot 
90 % v časovnem obdobju 240 minut pri temperaturi 80 °C. 
 
 Rekombinantni pernizin ohrani enicimsko aktivnost, ki je večja kot 80 %, v 
širokem razponu pH-vrednosti od 5,3 do 10,1, in sicer pri temperaturi 100 °C z 
maksimumom pri pH 6,95 ter pri temperaturi 100 °C. 
 
 Temperatura in prisotnost CaCl2 nimata značilnega vpliva na aktivnost  med 
shranjevanjem rekombinantnega pernizina do sedmih dni. 
 
 Vrednost encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina, določena z 
azokazeinskimi testi pri določenih stopnjah izolacije, ustreza ravni čistosti 
pernizina, pridobljenega s posameznimi stopnjami izloacije.  
 
 Sklepi potrjujejo zastavljene delovne hipoteze. 
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Pernizin je od Ca2+ odvisna serinska proteinaza, ki jo izloča hipertermofilna arheja 
Aeropyrum pernix K1. Za serinske proteinaze se domneva, da predstavljajo eno tretjino 
vseh znanih proteinaz, kar kaže na to, da so nujne za preživetje organizmov ter so 
razdeljene v pet glavnih družin. Družina subtilaz je najpodrobnejše preučevana družina 
glede na strukturo in funkcijo. Zanje je značilno, da večina proteinaz hipertermofilov 
pripada družini subtilaz (Rao in sod. 1998). Encimi termofilov so izjemno zanimivi za 
biotehnološke aplikacije, saj so poleg tega, da so termostabilni, pogosto tudi odporni na 
učinke denaturantov, detergentov, organskih topil, kaotropnih snovi in tudi na ekstremne 
vrednosti pH, ki so ponavadi prisotne v industrijskih okoljih. Pernizin je termostabilna 
proteinaza z visokim optimumom encimske aktivnosti pri temperaturi, višji kot 100 °C, 
zaradi česar je zelo zanimiv za industrijo čistilnih sredstev ali medicino. Končni izplen 
nativnega pernizina je le 0,5 mg na 1 L fermentacijskega gojišča A. pernix kar ne zadostuje 
industrijskim potrebam proizvodnje, zato je heterologno izražanje pernizina dobra izbira za 
pridobitev zadostnih količin pernizina v industrijske namene (Šnajder in sod., 2012).  
 
Med prokarionti je E. coli najpogosteje uporabljani sistem za heterologno izražanje 
proteinov, vendar pa ima določene omejitve, kot sta slabo izločanje proteinov v 
zunajcelični prostor in proizvodnja lipopolisaharidov. Gram pozitivne bakterije so se 
pokazale kot ustrezni sistemi za izražanje heterolognih proteinov, ki so potrebni v večjih 
količinah. Streptomicete imajo veliko zmogljivost izločanja sekundarnih metabolitov in 
posledično so ti sistemi zanimivi za proizvodnjo rekombinantnih proteinov (Vrancken in 
Anné, 2009). S. rimosus ima enega od najrazvitejših genetskih sistemov med 
streptomicetami, ki se uporabljajo v industrijski proizvodnji, in smo ga zaradi tega 
uporabljali za izražanje rekombinantnega pernizina (Petković in sod., 2006). 
 
V okviru magistrskega dela smo s pravilno izbiro ter optimizacijo postopkov za izolacijo 
rekombinantnega pernizina nameravali izboljšati izkoristek produkta v sistemu za izražanje 
proteinov Streptomyces rimosus ter opisati fizikalne lasnosti in encimsko aktivnost 
pernizina glede na različne parametre, kot so temperatura in pH. Za izražanje 
rekombinantnega pernizina smo gojili Streptomyces rimosus M4081 PER5, ki je 
transformiran s plazmidom pVF tcp830 srT srT pernisine CO HT s tetraciklinskim 
promotorjem, signalnim zaporedjem za zunajcelično izločanje pernizina, genom za 
izražanje pernizina ter vključkom šestih histidinskih ostankov na C-trminalnem koncu. 
Izolacijo pernizina smo začeli z izvajanjem afinitetne kromatografije NiNTA, nakar smo še 
izvedli korak velikostno izključitvene kromatografije na koloni HiLoad 16/60 Superdex 
200 prep grade, da bi dobili višjo čistost pernizina. Postopku izolacije smo še dodali korak 
dialize in koncentriranja vzorca pernizina in s tem dobili še višjo čistost pernizina, kar smo 
dokazali z NaDS-PAGE ter cimografijo, s čimer smo pridobili informacije o približni 
velikosti ter čistosti pernizina kot tudi o relativni encimski aktivnosti.  
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Nadalje smo v okviru magisterskega dela izvedli analize lastnosti rekombinantnega 
pernizina. Fizikalne lastnosti smo analizirali s CD-spektropolarimetrijo ter fluorescenčno 
emisijsko spektrometijo, ki sta nam podali informacije o strukturi pernizina ter o 
spremembi strukture glede na pH ali temperaturo. Uspeli smo dokazati, da je 
rekombinantni pernizin konformacijsko stabilen v temperaturnem območju od 25 do 60 °C 
ter v razponu pH od 3,0 do 12,0. 
 
Encimsko aktivnost rekombinantnega pernizina smo testirali z azokazeinskim testom, pri 
čemer smo spremljali spremembo aktivnosti glede na temperaturo in čas, temperaturo in 
pH, temperaturo shranjevanja in prisotnost CaCl2 ter različne stopnje izolacije. Pridobljeni 
rezultati so podobni rezultatom, pridobljenim za nativni protein, in sicer je rekombinantni 
pernizin termostabilen, saj obdrži preostalo encimsko aktivnost, ki je večja kot 90 % za 
časovno obdobje 240 minut pri temperaturi 80 °C, prav tako vzdržuje encimsko aktivnost, 
ki je večja kot 80 %, v širokem razponu vrednosti pH od 5,3 do 10,1 pri temperaturi 100 
°C z maksimumom pri pH 6,95 ter pri temperaturi 100 °C. Na koncu smo dokazali, da 
vrednost encimske aktivnosti rekombinantnega pernizina, določena z azokazeinskimi testi, 
pri določenih stopnjah izolacije ustreza ravni čistosti pernizina, pridobljenega s 
posameznimi stopnjami izloacije.  
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